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ΠΡΟΛΟΓΟ΢ 
 

Θ εργαςία αυτι πραγματοποιικθκε κατά το χρονικό διάςτθμα 2016- 2017 ςτον Σομζα 

Βιοχθμείασ και Μοριακισ Βιολογίασ του Σμιματοσ Βιολογίασ του Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν.  

Με τθν ολοκλιρωςθ τθσ εργαςίασ μου, κα ικελα να απευκφνω ζνα βακφ και ολόψυχο 

ευχαριςτϊ ςε όςουσ ςτάκθκαν δίπλα μου ςε αυτι τθν επίπονθ προςπάκεια και με βοικθςαν να τθ 

φζρω εισ πζρασ.  

Κατ’αρχάσ κα ικελα να ευχαριςτιςω και να εκφράςω τθν ευγνωμοςφνθ μου ςτθν 

Αναπλθρϊτρια Κακθγιτρια Διδϊ Βαςιλακοποφλου. Σθν ευχαριςτϊ ιδιαίτερα για τθν κακοδιγθςθ και 

τισ ςυμβουλζσ που μου προςζφερε κατά τθ διεξαγωγι του πειραματικοφ μζρουσ, για τθν υλικοτεχνικι 

υποςτιριξθ, χωρίσ τθν οποία δε κα είχαν προκφψει τα αποτελζςματα τθσ εργαςίασ αυτισ, κακϊσ και 

για τισ πολφτιμεσ υποδείξεισ τθσ κατά τθ ςυγγραφι τθσ. Δεν μπορϊ να παραβλζψω το ενδιαφζρον και 

τθν θκικι υποςτιριξι τθσ ςε οριςμζνεσ δφςκολεσ ςτιγμζσ, τόςο ςε επιςτθμονικό όςο και ςε προςωπικό 

επίπεδο, που αναπόφευκτα παρουςιάηονται κατά τθ διάρκεια ενόσ μεταπτυχιακοφ, χωρίσ τα οποία κα 

ιταν αδφνατθ θ ολοκλιρωςθ του.  

Λδιαίτερεσ ευχαριςτίεσ οφείλω και ςτον Αναπλθρωτι Κακθγθτι Διαμάντθ ΢ίδερθ για τθ 

ςυμπαράςταςθ, το ενδιαφζρον και τθν άμεςθ ανταπόκριςθ κάκε φορά που χρειαηόμουν τθ βοικειά 

του, κακϊσ και ςε όλουσ τουσ Κακθγθτζσ-μζλθ τθσ εξεταςτικισ επιτροπισ.  

Κα ικελα ακόμα να ευχαριςτιςω τουσ διδακτορικοφσ, μεταπτυχιακοφσ και διπλωματικοφσ 

φοιτθτζσ που πζραςαν από τθν Ερευνθτικι Μονάδα Λ και μοιραςτικαμε κοινζσ όμορφεσ ςτιγμζσ και 

ανθςυχίεσ, ιδιαίτερα το Μανϊλθ Βουράκθ, τον Καλαντηι Βαγγζλθ, τθ ΢τζφθ Κατερίνα, τθν Ευδοκία 

Μάςτορα και το Δθμιτρθ Αρβανίτθ. Επίςθσ, ευχαριςτϊ όλουσ τουσ ςυναδζλφουσ και τα μζλθ του 

Σομζα για τθ ςυμπαράςταςθ και ςυνεργαςία τουσ, ιδιαίτερα το Νίκο Αρβανίτθ.  

Σζλοσ, απζραντθ ευγνωμοςφνθ και κερμό ευχαριςτϊ χρωςτϊ ςτα μζλθ τθσ οικογζνειάσ μου· 

ςτουσ γονείσ μου Γιάννθ και Ελζνθ, ςτον αδελφό μου Βαςίλθ και φυςικά ςε όλουσ μου τουσ φίλουσ, 

κακϊσ θ αγάπθ τουσ, θ θκικι και θ οικονομικι υποςτιριξι τουσ με βοικθςαν να ολοκλθρϊςω τθ 

διπλωματικι μου εργαςία. 
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ΠΕΡΙΛΘΨΘ 
 

Θ νόςοσ του Alzheimer (AD) και θ νόςοσ του Parkinson (PD) είναι κοινζσ νευροεκφυλιςτικζσ 

διαταραχζσ. Σα ιςτοπακολογικά χαρακτθριςτικά τθσ AD περιλαμβάνουν τισ εξωκυττάριεσ εναποκζςεισ 

πεπτιδίου του αμυλοειδοφσ (Αβ) και τουσ νευροϊνιδιακοφσ κόμβουσ (NFTs). Σο πεπτίδιο του 

αμυλοειδοφσ, αποτελεί προϊόν πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ τθσ Πρόδρομθσ Πρωτεΐνθσ του 

αμυλοειδοφσ. Θ πλιρουσ μικουσ ΑΡΡ είναι μία διαμεμβρανικι τφπου Λ πολυπεπτιδικι πρωτεΐνθ, που 

καλφπτει τθ λιπιδικι διπλοςτοιβάδα με μια ακολουκία περίπου 25 αμινοξζων. Θ πρωτεολυτικι 

επεξεργαςία τθσ ΑΡΡ περιλαμβάνει τθ δράςθ των β- και γ- εκκριταςϊν. Μζςω τθσ δραςτθριότθτάσ τουσ, 

παράγεται το πεπτίδιο του αμυλοειδοφσ, ενϊ θ α-εκκριτάςθ αποτρζπει τθν παραγωγι Αβ με πζψθ τθσ 

APP εντόσ τθσ περιοχισ του αμυλοειδοφσ. Σα ςωμάτια Lewy, είναι ζνα ιςτοπακολογικό χαρακτθριςτικό 

τθσ PD. Είναι ενδοκυττάρια ζγκλειςτα, που προζρχονται από τον εκφυλιςμό των ντοπαμινεργικϊν 

νευρϊνων και αποτελοφνται κυρίωσ από α-ςυνουκλεϊνθ (ASYN). Θ L-Dopa αποκαρβοξυλάςθ (DDC) είναι 

ζνα ζνηυμο που καταλφει τθν αποκαρβοξυλίωςθ τθσ L-3,4-διχδροξυφαινυλαλανίνθσ (L-Dopa) ςε 

ντοπαμίνθ (DA). Σα εναλλακτικά γεγονότα ςυρραφισ οδθγοφν ςτθν παραγωγι πολλαπλϊν ανκρϊπινων 

DDC ιςομορφϊν. Θ DDC ζχει εμπλακεί ςε πολλζσ πακολογικζσ καταςτάςεισ, όπωσ πολλαπλζσ 

νεοπλαςίεσ και νευροεκφυλιςτικζσ διαταραχζσ. Αυξανόμενο πλικοσ ερευνϊν δείχνουν τθν φπαρξθ 

κοινϊν μοριακϊν μθχανιςμϊν ςτθν ανάπτυξθ τθσ AD και τθσ PD. Οι μεταβολζσ ςτο ντοπαμινεργικό 

ςφςτθμα είναι ςθμαντικζσ ςτθν πακογζνεςθ τθσ PD. Σελευταία, πειραματικά δεδομζνα υποςτθρίηουν 

τθν εμπλοκι τθσ DA και ςτθν AD. ΢υγκεκριμζνα, ζρευνεσ αναφζρουν ότι θ ρφκμιςθ τθσ παραγωγισ τθσ 

DA διαδραματίηει τεράςτιο ρόλο ςτα ςυμπτϊματα τθσ γνωςτικισ εξαςκζνθςθσ τθσ AD και ενδεχομζνωσ 

μεταβάλλει τθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP. 

Με βάςθ τα παραπάνω, ςκοπόσ τθσ εργαςίασ μασ ιταν να μελετιςουμε τθν επίδραςθ τθσ 

ζκφραςθσ τθσ ανκρϊπινθσ DDC και των ιςομορφϊν αυτισ, ςτθν ζκφραςθ τθσ πλιρουσ μικουσ APP, 

κακϊσ και ςτον μεταβολιςμό τθσ. Για το λόγο αυτό χρθςιμοποιιςαμε κφτταρα ωοκικθσ κινζηικου 

χάμςτερ που εκφράηουν ςτακερά τθν πλιρουσ μικουσ DDC, κακϊσ και τισ ιςομορφζσ DDC-3 και Αlt-

DDC, με ι χωρίσ τθ χοριγθςθ εξωγενϊν παραγόντων (DA, carbidopa, STS). Σα αποτελζςματά μασ 

ζδειξαν, ότι θ ζκφραςθ τθσ πλιρουσ μικουσ ΑΡΡ τροποποιείται από τθν DDC και τισ ιςομορφζσ τθσ. 

Περαιτζρω, θ πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ ΑΡΡ φαίνεται να μεταβάλλεται δραματικά, παρουςία τθσ 

πλιρουσ μικουσ DDC και των ςυντετμθμζνων ιςομορφϊν. Σα ευριματά μασ υποδεικνφουν ζναν πικανό 

ρόλο των ιςομορφϊν DDC ςτθν αμυλοειδογενι και καρβοξυτελικι επεξεργαςία τθσ ΑΡΡ, ςτθ 

δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων αυτισ, κακϊσ και ςτθν ζκφραςθ τθσ πλιρουσ μικουσ APP και 
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προτείνουν ζναν νζο ρόλο του ενηφμου βιοςφνκεςθσ τθσ DA ςτθν AD. ΢υμπεραςματικά, τα 

αποτελζςματά μασ ςυνθγοροφν και προςκζτουν νζα δεδομζνα ςτθν φπαρξθ κοινϊν μοριακϊν και 

βιοχθμικϊν μθχανιςμϊν ςτθν πακογζνεςθ νευροεκφυλιςτικϊν νόςων.  
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΢ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΙΕ΢ 
 

 AD: Alzheimer’s disease 

 APP: Amyloid Precursor Protein, πρόδρομθ πρωτεΐνθ του αμυλοειδοφσ 

 APS: ammonium persulphate, υπερκειϊκό αμμϊνιο 

 ASYN: α- synuclein 

 AVs: αδενοϊόσ (Adenovirus) 

 BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, p-toluidine salt, 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ-
φωςφορικό μετά τθσ τολουϊδίνθσ άλασ 

 BSA: bovine serum albumin, αλβουμίνθ οροφ βοόσ 

 Ca-CM PK II: calcium-calmodulin-dependent protein kinase II, πρωτεϊνικι κινάςθ ΛΛ εξαρτϊμενθ 
από αςβζςτιο-καλμοδουλίνθ  

 cAMP: cyclic adenosine monophosphate, κυκλικι μονοφωςφορικι αδενοςίνθ  

 cDNA: complementary DNA, ςυμπλθρωματικό DNA 

 carbidopa: α-methyl-dopahydrazine, καρβιντόπα, α-μεκυλ-dopa υδραηίνθ 

 DA: 3,4-dihydroxy phenethylamine, 3-hydroxytyramine, 2-(3,4-διυδροξυ- φαινυλ) αικυλαμίνθ, 
ντοπαμίνθ 

 DBH: dopamine β-hydroxylase, β-υδροξυλάςθ τθσ ντοπαμίνθσ 12 

 DDC: L-Dopa decarboxylase, L-Dopa αποκαρβοξυλάςθ 

 DDC442: L-Dopa αποκαρβοξυλάςθ που αποτελείται από 442 αμινοξζα  

 DDC480: L-Dopa αποκαρβοξυλάςθ που αποτελείται από 480 αμινοξζα 

 DMF: dimethylformamide, διμεκυλοφορμαμίδιο 

 DMSO: dimethyl sulfoxide 

 DNA: δεςοξυριβονουκλεϊκό οξφ 

 L-5-HTP: L-5-hydroxytryptophan, L-5-υδροξυτρυπτοφάνθ  

 L-Dopa: L-3,4-dihydroxyphenyl-alanine, L-3,4 διυδροξυ-φαινυλ-αλανίνθ 

 mRNA: messenger RNA, μινυμα RNA 

 NBT: nitro blue tetrazolium chloride, 2H-(Tetrazolium,3,3'- (3,3'-dimethoxy (1,1'- biphenyl)- 4,4'-
diyl) bis (4-nitrophenyl)-5- (phenyl-, dichloride), 2,2’-δι-νιτροφαινυλ- 5,5’-διφαινυλ-3,3’-(3,3’-
διμεκοξυ-4,4’διφαινυλεν-χλωριοφχο) τετραηόλιο 

 NPAGE: native PAGE, θλεκτροφόρθςθ ςε μθ αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ 

 PBS: phosphate buffered saline, ρυκμιςτικό διάλυμα φωςφορικϊν 

 PD: Parkinson’ s disease 

 PKA: cAMP-dependent protein kinase, πρωτεϊνικι κινάςθ εξαρτϊμενθ από cAMP  

 PKC: protein kinase C, πρωτεϊνικι κινάςθ C  

 PLP: 5-pyridoxal phosphate, 5-φωςφορικι πυριδοξάλθ 

 PNMT: phenylethanolamine N-methyltransferase, φαινυλαικανολαμιν–Ν–μζκυλο–τρανφεράςθ 

 ROS: ενεργζσ μορφζσ οξυγόνου, (reactive oxygen species) 

 RT: κερμοκραςία δωματίου, (room temperature) 

 rpm: revolutions per minute, ςτροφζσ ανά λεπτό 

 SDS: sodium dodecyl sulfate, κειΐκό δωδεκυλικό νάτριο 

 TEMED: N,N,N’,N’-tetramethylethylene- diamine, Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετραμεκυλ- αμινομεκάνιο 

 Tris: Tris(hydroxymethyl) aminomethane, τρισ- (υδροξυμεκυλο)- αμινομεκάνιο 

 Tween-20: polyoxyethylen- sorbitan- monolaurate, πολυοξυαικυλεν- ςορβιτο- μονολαουρικό 

 UTR: untranslated region, μθ μεταφραηόμενθ περιοχι 

 w/v: ςυγκζντρωςθ επί τοισ εκατό βάροσ κατ' όγκο, (g διαλυμζνθσ ουςίασ ανά 100 ml διαλφτθ) 
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 v/v: ςυγκζντρωςθ επί τοισ εκατό όγκο κατ' όγκο, (ml διαλυμζνθσ ουςίασ ανά 100 ml διαλφτθ) 

 UPS: ςφςτθμα αποδόμθςθσ ουβικουϊτινθσ-πρωτεαςϊματοσ, (Ubiquitin- proteasome 

 System) 

 ΚΝ΢: Κεντρικό Νευρικό ΢φςτθμα 

 5-HT: 5-hydroxy-tryptamine, 5- υδροξυ- τρυπταμίνθ ι serotonin, ςεροτονίνθ 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΕΙ΢ΑΓΩΓΘ 

1.1  Νευροεκωυλιςμόσ. 

 
Νευροεκφυλιςμόσ ορίηεται ωσ θ επιλεκτικι και προοδευτικι απϊλεια δομισ ι/και λειτουργίασ των 

νευρϊνων. Οι νευροεκφυλιςτικζσ νόςοι είναι μια ετερογενισ ομάδα περίπλοκων διαταραχϊν ςτο 

Κεντρικό Νευρικό ΢φςτθμα (ΚΝ΢), ςτισ οποίεσ ςυμπεριλαμβάνoνται οι νόςοι του Parkinson (PD), του 

Alzheimer (AD), του Huntington (HD), θ αμυοτροφικι πλευρικι ςκλιρυνςθ (Amyotrophic Lateral 

Sclerosis- ALS), θ ςπειροεγκεφαλικι αταξία, ακόμα και θ κατάκλιψθ, αςκζνειεσ ανίατεσ ςτθν 

πλειοψθφία τουσ που ζχουν ωσ αποτζλεςμα τον προοδευτικό εκφυλιςμό ι και κάνατο των νευρικϊν 

κυττάρων του περιφερικοφ και του ΚΝ΢ [1]. Οι νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ αποτελοφν ςθμαντικι 

απειλι για τθν ανκρϊπινθ υγεία. Αυτζσ οι θλικιο-εξαρτϊμενεσ διαταραχζσ επικρατοφν όλο και 

περιςςότερο ςιμερα, λόγω τθσ αφξθςθσ του προςδόκιμου ηωισ τα τελευταία χρόνια [2]. Όλο και 

νεότερα πειραματικά δεδομζνα υποδεικνφουν πολλζσ ομοιότθτεσ που ςυνδζουν αυτζσ τισ αςκζνειεσ 

μεταξφ τουσ ςε βιοχθμικό, μοριακό και κυτταρικό επίπεδο. Θ μελζτθ αυτϊν των ομοιοτιτων προςφζρει 

νζεσ οδοφσ για κεραπευτικζσ ςτρατθγικζσ που κα μποροφςαν να ζχουν επίδραςθ ςτθ βελτίωςθ πολλϊν 

αςκενειϊν [3, 4]. 

Βάςει των κλινικϊν ςυμπτωμάτων, των εγκεφαλικϊν ιςτοπακολογικϊν ευρθμάτων, των κυτταρικϊν 

τφπων που ζχουν προςβλθκεί, των μοριακϊν και βιοχθμικϊν χαρακτθριςτικϊν, ςυντελείται θ 

κατθγοριοποίθςθ των νόςων [5]. Βζβαια, κατά τθν κλαςικι ταξινόμθςθ των νευροεκφυλιςτικϊν 

αςκενειϊν παρουςιάηονται προβλιματα, διότι αφενόσ υπάρχουν πολλαπλϊν νευροεκφυλιςτικζσ 

αςκζνειεσ, ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ υπάρχει αλλθλοεπικάλυψθ των κλινικϊν ςυμπτωμάτων των 

αςκενειϊν. Οι νευροεκφυλιςτικζσ νόςοι ζχουν άγνωςτο χρόνο προ- επϊαςθσ και απαιτείται θ πλιρθσ 

εξζλιξι τουσ για να δϊςουν μια πιο ςαφι τοπογραφικι και κλινικι εικόνα. Ειδικότερα, προςεγγίςεισ 

μοριακισ βιολογίασ και γενετικισ, οδιγθςαν ςτθν ταξινόμθςθ των αςκενειϊν αυτϊν. Οι πακιςεισ 

αυτζσ καταςτάςεισ ταξινομοφνται μοριακά ςε «tauopathies» (AD, φλοιοβαςικι εκφφλιςθ),  όπου 

εμπλζκεται θ πρωτεΐνθ «tau» των μικροςωλθνίςκων [6] και ςε «synucleinopathies» (PD, πολλαπλι 

ατροφία, κ.α.), με τθν  α-ςυνουκλεΐνθ (ASYN) να παίηει τον κυρίαρχο ρόλο [7].  
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Εικόνα 1.1: Παραδείγματα νευροεκωυλιςτικϊν νόςων 

 

1.1.1 Μοριακοί Mθχανιςμοί Nευροεκφυλιςμοφ. 

 
Σο μοριακό υπόβακρο των νευροεκφυλιςτικϊν αςκενειϊν είναι αντικείμενο εντατικισ μελζτθσ 

παγκοςμίωσ. Θ μεγαλφτερθ πρόκλθςθ που αντιμετωπίηουν οι ερευνθτζσ είναι θ ταξινόμθςθ των  

πρωταρχικϊν αιτιολογιϊν από τα μοριακά φαινοτυπικά αποτελζςματα. ΢πάνιεσ, κλθρονομικζσ 

μεταλλάξεισ που προκαλοφν αυτζσ τισ διαταραχζσ, ζχουν δϊςει ςθμαντικά ςτοιχεία για τα μοριακά 

δίκτυα που ςυμμετζχουν ςτθν πακογζνεςθ των νόςων αυτϊν [8]. Πρόςφατεσ πειραματικζσ 

προςεγγίςεισ ζχουν προςφζρει εκ νζου κατθγοριοποιιςεισ των αςκενειϊν αυτϊν με βάςθ τουσ 

μθχανιςμοφσ που διζπουν τθ δθμιουργία του, αναπτφςςοντασ και υποβοθκϊντασ τθ διερεφνθςθ τθ 

ςτρατθγικι αντιμετϊπιςισ τουσ. [1]. Ο ςυνδυαςμόσ μοριακϊν, κυτταρικϊν ι θ υποκυτταρικϊν 

ευρθμάτων όπωσ θ ςυςςϊρευςθ μθ ορκά πτυχωμζνων πρωτεϊνϊν, ο ςχθματιςμόσ πρωτοϊνιδίων, θ 

δυςλειτουργία του ςυςτιματοσ ουβικιτίνθσ- πρωτεαςϊματοσ, θ φλεγμονϊδθσ απόκριςθ, το οξειδωτικό 

και νιτρικό ςτρεσ, θ μιτοχονδριακι βλάβθ, θ ςυναπτικι βλάβθ, θ αλλοιωμζνθ ομοιόςταςθ μετάλλου, 

κακϊσ και θ αποτυχθμζνθ αξονικι και δενδριτικι μεταβίβαςθ ςιματοσ, οδθγοφν ςε προοδευτικά αργζσ 

νευροεκφυλιςτικζσ διαταραχζσ [8]. 

Ζνα πολφ μικρό ποςοςτό των περιπτϊςεων των αςκενειϊν ζχει οικογενι χαρακτιρα. Μια ςειρά 

από μεταλλάξεισ ςε γονίδια ζχουν ςυνδεκεί με τθν εμφάνιςθ νευροεκφυλιςτικϊν νόςων (βλζπε Πίνακα 

1.1.1.1). Για παράδειγμα, ςτθν HD και ςτθ ςπειροεγκεφαλικι αταξία, κοινόσ παρανομαςτισ των νόςων 

αυτϊν είναι θ επανάλθψθ νουκλεοτιδικϊν τριπλετϊν CAG. Τπογραμμίηεται πωσ οι οικογενείσ μορφζσ 
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των νόςων, αποτελοφν μόνο ~5% των περιπτϊςεων, ςε αντίκεςθ με το ~95% των ςποραδικϊν μορφϊν. 

Θ αιτιολογία τθσ ςποραδικισ μορφισ των νόςων ςυμπεριλαμβάνει κυρίωσ περιβαλλοντικοφσ 

παράγοντεσ. Αρχικά, πολλζσ νευροεκφυλιςτικζσ νόςοι οφείλονται ςε γενετικζσ μεταλλαγζσ, οι οποίεσ 

εντοπίηονται ςε ςχετικά αλλά και ςε μθ ςχετικά με τθ νόςο γονίδια. Όμωσ, το πρόβλθμα τθσ εμφάνιςθσ 

των νευροεκφυλιςτικϊν αςκενειϊν είναι αρκετά πολφπλοκο και δεν μπορεί να επιλυκεί με 

απενεργοποίθςθ ι υπερζκφραςθ ενόσ γονιδίου και μόνο, κακϊσ εμπλζκονται πολλαπλά γονίδια. Οι 

πακοφυςιολογικοί μθχανιςμοί δθμιουργίασ των ςυγκεκριμζνων αςκενειϊν παραμζνουν εν γζνει 

άγνωςτοι [9]. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Πίνακασ 1.1.1.1: Γονίδια που εμπλζκονται ςτθν εμωάνιςθ νευροεκωυλιςτικϊν νόςων [10] 
 
Κατά τουσ μθχανιςμοφσ γζνεςθσ του νευροεκφυλιςμοφ, πολλζσ μελζτεσ ζχουν αποδείξει τθν 

παρουςία πρωτεϊνϊν με αλλοιωμζνεσ τισ φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ τουσ. Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ 

εναποτίκενται και ςυςςωρεφονται ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια ςτον ανκρϊπινο εγκζφαλο. Ωσ εκ 

τοφτου, κοινό γνϊριςμα του νευροεκφυλιςμοφ είναι θ τροποποίθςθ τθσ πτφχωςθσ οριςμζνων 

πρωτεϊνικϊν μορίων και θ ςταδιακι ςυςςϊρευςι τουσ. Για παράδειγμα, θ α- ςυνουκλεΐνθ (ASYN) 

εναποτίκενται ενδοκυττάρια, ςυμμετζχοντασ ςτθ δθμιουργία των ιςτοπακολογικϊν χαρακτθριςτικϊν 

τθσ PD, τα ςωμάτια Lewy (Lewy bodies). Ενδιαφζρον παρουςιάηουν τα ευριματα, τα οποία 

υποςτθρίηουν τον ςυνεντοπιςμό τθσ ASYN ςε πλάκεσ του αμυλοειδοφσ ςτθν AD. ΢τισ μθ ορκά 

πτυχωμζνεσ πρωτεΐνεσ ςυγκαταλζγεται και θ τροποποιθμζνθ μζςω φωςφορυλίωςθσ πρωτεΐνθ tau, 

κφριο ςυςτατικό των νευροϊνιδιακϊν κόμβων, το Αβ ςτισ πλάκεσ αμυλοειδοφσ ςε εγκεφάλουσ που ζχουν 

πλθγεί από τθν AD, κακϊσ και θ πρωτεΐνθ PrP (Prion Protein) ςτισ μεταδιδόμενεσ ςπογγϊδεισ 

εγκεφαλοπάκειεσ [11]. 
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Θ τροποποίθςθ τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν, οι οποίεσ εμπλζκονται ςτθν πακογζνεςθ των 

νευροεκφυλιςτικϊν νόςων, αποκτοφν τροποποιθμζνεσ ιδιότθτεσ και μοριακι «ςυμπεριφορά», ζχουν 

τοξικι δράςθ και ωσ εκ τοφτου επάγουν τθν εκφφλιςθ των νευρϊνων. Βάςει των ανωτζρων και με 

υπόβακρο των αποτελεςμάτων, οι πακιςεισ αυτζσ κατατάςςονται ςε πρωτεϊνοπάκειεσ [12]. Θ 

ςυςςϊρευςθ των τοξικϊν (για το κφτταρο) μθ πτυχωμζνων πρωτεϊνικϊν μορίων είναι το υπόςτρωμα 

που υποβοθκά τθν επαγωγι εκφυλιςμοφ των νευρϊνων και κεωρείται ωσ μία πολυςταδιακι 

διαδικαςία. ΢ε γενικζσ γραμμζσ, θ προτεινόμενθ διαδικαςία τθσ εν λόγω ςυςςϊρευςθσ ακολουκεί τα 

εξισ ςτάδια: 

1. Θ μθ ορκι πτφχωςθ των ςχετικϊν πρωτεϊνικϊν μορίων και των μορίων με τα οποία 

αλλθλεπιδροφν, μπορεί να οφείλεται ςε μετάλλαξθ των ςχετικϊν γονιδίων.   

2. Θ τροποποιθμζνθ πτφχωςθ οδθγεί ςτθ δθμιουργία ολιγομερϊν. 

3. Επιπρόςκετοσ πολυμεριςμόσ μπορεί να οδθγιςει ςε ςχθματιςμό τοξικϊν πρωτοϊνιδίων. 

4. Σα εν λόγω τοξικά πρωτοινίδια ζχουν τθ δυνατότθτα περαιτζρω ςυςςϊρευςθσ, καταλιγοντασ 

ςτθ δθμιουργία μθ φυςιολογικϊν δομϊν, οι οποίεσ είναι τα κφρια ςυςτατικά εναποκζςεων, 

προωκϊντασ τθ δθμιουργία ενδονευρικϊν εγκλείςτων ι εξωκυττάρριων πλακϊν [11]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1.1.1.1: Μθχανιςμόσ ςυςςϊρευςθσ μθ πτυχωμζνων πρωτεϊνϊν [11] 
 

Όπωσ ζχει αναφερκεί, θ δθμιουργία των παραπάνω ςυςςωματωμάτων, επιβαρφνουν τθν 

επιβίωςθ του κυττάρου. Για τθν αποικοδόμθςθ των πρωτεϊνικϊν ςυςςωματωμάτων, των 

ελαττωματικϊν και των μθ ορκά πτυχωμζνων πρωτεϊνϊν, που δεν μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν από 

το κφτταρο, λόγω αδυναμίασ επαναπτφχωςισ τουσ, χρθςιμοποιοφνται δφο μεκόδουσ: α) Σο ςφςτθμα 

τθσ ουβικιτίνθσ- πρωτεαςϊματοσ και β) το μονοπάτι αυτοφαγίασ- λυςοςϊματοσ. ΢ε κατάςταςθ 

νευροεκφυλιςμοφ ζχει παρατθρθκεί θ μειωμζνθ ενεργότθτα του ςυςτιματοσ ουβικιτίνθσ- 
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πρωτεαςϊματοσ. Επίςθσ, ζχει αναφερκεί μία μεταλλαγι ςε ζνα γονίδιο που κωδικοποιεί για τθν ζνηυμο 

UCHL1, θ οποία εμπλζκεται ςτθ διαδικαςία τθσ ουβικιτινίωςθσ. Θ δεφτερθ μζκοδοσ αποικοδόμθςθσ 

πρωτεϊνϊν είναι το μονοπάτι αυτοφαγίασ-λυςοςϊματοσ, μια μορφι προγραμματιςμζνου κυτταρικοφ 

κανάτου, ιδιαίτερα ςθμαντικι για τθν επιβίωςθ των νευρϊνων, κατά τθν οποία κατεςτραμμζνα 

οργανίδια και αλλοιωμζνεσ πρωτεΐνεσ απομακρφνονται. Τπερβολικι ι ελλιπισ αυτογαφία, οδθγεί ςε 

νευροεκφυλιςμό [13]. Θ αυτοφαγία χωρίηεται ςε μακροαυτοφαγία και αυτοφαγία, διαμεςολαβείται δε 

από πρωτεΐνεσ ςυνοδοφσ [14]. Επίςθσ, θ καταςτροφι μεμβρανϊν και κυτταρικϊν οργανιδίων μπορεί να 

οδθγιςει ςε εκδιλωςθ νευροεκφυλιςτικϊν αςκενειϊν. Αναφορά θ τθσ ASYN, θ οποία προκαλεί κάμψθ 

τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ, οδθγϊντασ τελικά ςτον κυτταρικό κάνατο, ςχθματίηοντασ λιποπρωτεϊνικά 

νανοςωματίδια, όμοια με τισ απολιποπρωτεΐνεσ [15]. Σο κφτταρο διατθρεί υγιι μιτοχόνδρια, 

αποικοδομϊντασ τα ελαττωματικά μζςω τθσ διαδικαςίασ τθσ μιτοφαγίασ. Θ ελαττωματικι μιτοφαγία 

ζχει ςχετιςτεί με τθν PD, μζςω ενόσ ενηφμου (USP30), το οποίο εντοπίηεται ςτα μιτοχόνδρια. Σο USP30, 

ζχει βρεκεί να ανταγωνίηεται τθ λιγάςθ Parkin και τθν πρωτεϊνικι κινάςθ PINK1, οι οποίεσ 

κωδικοποιοφνται από γονίδια που ζχουν ςυςχετιςτεί με τθν PD [16].  

Θ ενδογενισ μιτοχονδριακι αποπτωτικι οδόσ, κεωρείται ο πιο κοινόσ τρόποσ κυτταρικοφ 

κανάτου ςτον νευροεκφυλιςμό. Θ ενεργοποίθςθ τθσ οδοφ αυτισ πραγματοποιείται μζςω τθσ 

καςπάςθσ-9. Θ καςπάςθ 9, ρυκμίηει με τθ ςειρά τθσ τθν απελευκζρωςθ του κυτοχρϊματοσ c από τον 

μιτοχονδριακό διαμεμβρανικό χϊρο. ΢θμειϊνεται ότι οι δραςτικζσ μορφζσ οξυγόνου αποτελοφν 

φυςιολογικά υποπροϊόντα τθσ μιτοχονδριακισ αναπνευςτικισ αλυςίδασ. Θ υπερπαραγωγι δραςτικϊν 

μορφϊν οξυγόνου, δθλαδι θ επαγωγι ςυνκθκϊν οξειδωτικοφ ςτρεσ, διαδραματίηει τον κφριο ρόλο 

ςτθν πακογζνεςθ όλων των νευροεκφυλιςτικϊν διαταραχϊν, όπωσ ςτθ AD, ςτθ PD, ςτθ HD και ςτθ ALS 

[17, 18]. Ωσ γνωςτόν, οι αποπτωτικοί μθχανιςμοί ςυμβάλλουν ςτθ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ του 

εγκεφάλου. Οι μθχανιςμοί αυτοί, ρυκμίηουν τον αρικμό και τον τφπο των κυττάρων ςε φυςιολογικζσ 

και μθ ςυνκικεσ (κατάςταςθ ςτρεσ). Παρ’ όλα αυτά, οι αποπτωτικοί μθχανιςμοί, μπορεί να αποτελοφν 

και ζνα εναλλακτικό μονοπάτι κυτταρικοφ κανάτου. Θ αυτοφαγία και θ απόπτωςθ μποροφν να 

ενεργοποιθκοφν από κοινοφσ ςθματοδοτικοφσ μθχανιςμοφσ κατά τουσ οποίουσ τα κφτταρα αποδζκτεσ 

τροποποιοφνται μζςω των αποκρίςεων με αλλθλοαποκλειϊμενο τρόπο. Για τουσ παραπάνω λόγουσ, θ 

ρφκμιςθ τθσ ιςορροπίασ των δφο ςυγκεκριμζνων βιοχθμικϊν μονοπατιϊν, κα μπορζςει να αποτελζςει 

μια μζλλουςα κεραπευτικι προςζγγιςθ [19, 20]. 

Ο ςθμαντικότεροσ παράγοντασ επικινδυνότθτασ για εμφάνιςθ ςποραδικισ μορφισ 

νευροεκφυλιςμοφ είναι θ γιρανςθ. Γονίδια τα οποία διαδραματίηουν ρόλο ςε αποκρίςεισ οξειδωτικοφ 

ςτρεσ και επιδιόρκωςθσ βλάβθσ του DNA αποτελοφν τθ μεγαλφτερθ ομάδα γονιδίων που εμπλζκονται 
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ςτθ γιρανςθ. Επίςθσ και θ μιτοχονδριακι δυςλειτουργία ςχετίηεται με τθ διαδικαςία τθσ γιρανςθσ, 

κακϊσ και με τισ νευροεκφυλιςτικζσ διαταραχζσ μζςω τθσ ςυςςϊρευςθσ μιτοχονδριακϊν μεταλλάξεων 

και τθσ δθμιουργίασ δραςτικϊν μορφϊν οξυγόνου, όπωσ προαναφζρκθκε. Με τθ διαδικαςία τθσ 

γιρανςθσ, θ εφρυκμθ μιτοχονδριακι λειτουργία, θ οποία εξαρτάται από τθν αυτοφαγία, φκίνει κατά 

τον νευροεκφυλιςμό. Επιπροςκζτωσ, οριςμζνα ςθματοδοτικά μονοπάτια όπωσ το PI3- K, Akt και mTOR 

είναι ςτενά ςυνδεδεμζνα με τθν κυτταρικι γιρανςθ και θλικιο- εξαρτϊμενεσ διαταραχζσ. Ο mTOR 

λειτουργεί ωσ αναςτολζασ τθσ αυτοφαγίασ και ανιχνεφεται ςτον εγκζφαλο κατά τθ διαδικαςία τθσ 

γιρανςθσ. Θ ςθματοδότθςθ μζςω των PI3- K, Akt και mTOR επθρεάηει ζναν μεγάλο αρικμό κυτταρικϊν 

διαδικαςιϊν, οι οποίεσ ρυκμίηουν νευρωνικζσ λειτουργίεσ, όπωσ τθ ρφκμιςθ του μεταβολιςμοφ τθσ 

γλυκόηθσ, τθ ρφκμιςθ τθσ αυτοφαγίασ, τον ζλεγχο τθσ μιτοχονδριακισ οξειδωτικισ λειτουργίασ, κακϊσ 

και τθ διαμόρφωςθ τθσ διάρκειασ ηωισ και τθσ γιρανςθσ. Ωσ εκ τοφτου, τα ςθματοδοτικά αυτά μόρια 

αποτελοφν κεραπευτικοφσ ςτόχουσ, διότι μποροφν να αποτελζςουν ουςιϊδεισ παράγοντεσ 

νευροπροςταςίασ [21].  

Εναλλακτικά, θ εμφάνιςθ πακολογικϊν καταςτάςεων νευροεκφυλιςμοφ, πικανϊσ ςχετίηεται με 

κεμελιϊδεισ διαταραχζσ τθσ νευρογζνεςθσ και τθσ νευρωνικισ ανάπτυξθσ. Αναφορικά είναι γνωςτό, 

πωσ δθμιουργία νευρϊνων ςτον ϊριμο εγκζφαλο, τροποποιείται κατά τθν νευροεκφυλιςτικι 

διαδικαςία θ οποία ρυκμίηεται από ςθματοδοτικά μονοπάτια με εμπλεκόμενα μόρια όπωσ Wnt, Notch, 

Hedgehog, αυξθτικοφσ και νευροτροφικοφσ παράγοντεσ, μορφογενετικζσ πρωτεΐνεσ οςτϊν, 

νευροδιαβιβαςτζσ, μεταγραφικοφσ παράγοντεσ, κακϊσ και επιγενετικζσ τροποποιιςεισ [22]. Θ 

εμφάνιςθ νευροφλεγμονισ είναι άλλοσ ζνα παράγοντασ που ςχετίηεται με τθ δθμιουργία του 

νευροεκφυλιςμοφ ςε διάφορεσ αςκζνειεσ όπωσ θ AD, θ PD, θ HD και θ ALS, όπου εμπλζκονται 

ςθματοδοτικά μονοπάτια (MAPK, NF- κΒ, PPAR- γ) και κυτοκίνεσ (TNF- α, Interleukin-1, 6 και 10, TGF- β). 

Τπάρχει αξιοςθμείωτθ ςφγκλιςθ μεταξφ των μθχανιςμϊν που είναι υπεφκυνοι για τθν ανίχνευςθ, 

μεταγωγι και ενίςχυςθ φλεγμονωδϊν αποκρίςεων που ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθν παραγωγι 

νευροτοξικϊν διαμεςολαβθτϊν [23]. Ζωσ τισ αρχζσ του 1990, κυριαρχοφςε θ άποψθ πωσ ο εγκζφαλοσ 

βριςκόταν ςε προνομιακι κζςθ, εξαιτίασ του αιματοεγκεφαλικοφ φραγμοφ, ο οποίοσ εμποδίηει τθ 

διζλευςθ των κυττάρων του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ και άλλων χυμικϊν παραγόντων, και εξαιτίασ 

τθσ αδυναμίασ του εγκεφάλου να προκαλζςει ζμφυτθ ανοςο-απόκριςθ. Κατά τα τελευταία 20 χρόνια, θ 

υπόκεςθ αυτι ζχει ανατραπεί πλιρωσ. ΢ιμερα πιςτεφεται, πωσ ο εγκεφαλικόσ ιςτόσ ζχει μία 

πολφπλοκθ και ευζλικτθ ικανότθτα, να μεταβάλλει τα ζμφυτα παρακρινι ςυςτιματά του, 

χρθςιμοποιϊντασ φλεγμονϊδεισ παράγοντεσ, οι οποίοι παράγονται και ρυκμίηονται αυτόνομα [24]. Θ 

ρφκμιςθ τθσ νευροανοςο- απόκριςθσ είναι ζνα φαινόμενο, το οποίο βαςίηεται ςε περιβαλλοντικά 
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ερεκίςματα ενόσ διαρκϊσ μεταβαλλόμενου υποβάκρου [25]. Άτομα τα οποία υποβάλλονται ςε επίμονο 

ςτρεσ, εμφανίηουν μθ φυςιολογικζσ ανοςο-αποκρίςεισ. Ζνασ πικανόσ μθχανιςμόσ για τθν ανοςιακι 

δυςλειτουργία, ωσ απόκριςθ ςε χρόνιο ςτρεσ είναι θ μείωςθ των τελομερϊν και θ μείωςθ τθσ δράςθσ 

τθσ τελομεράςθσ, τα οποία ζχουν ωσ αποτζλεςμα ςτθν πρόωρθ γιρανςθ του ανοςοποιθτικοφ 

ςυςτιματοσ [26]. Ζρευνεσ ςε πειραματόηωα, με αυξθμζνα επίπεδα άγχουσ, ζδειξαν αυξθμζνθ 

ενεργοποίθςθ μικρογλοίασ και περιαγγειακϊν μακροφάγων ςτον εγκζφαλο, ςε ςφγκριςθ με ςτελζχθ με 

χαμθλότερα επίπεδα άγχουσ [27], το οποίο υποδθλϊνει ότι το άγχοσ μπορεί να αυξιςει τθ φλεγμονι 

ςτον εγκζφαλο. Ωσ εκ τοφτου, θ νευρο- φλεγμονι διαδραματίηει κρίςιμο ρόλο ςτθν πρόοδο και ςτθν 

ανάλυςθ των πακολογικϊν καταςτάςεων [28]. Φλεγμονϊδεισ αποκρίςεισ ςτο εγκεφαλικό παρζγχυμα 

ζχουν ςυςχετιςτεί με τθν αιτιοπακογζνεια διαφόρων νευρολογικϊν και νευροεκφυλιςτικϊν 

διαταραχϊν, όπωσ λοίμωξθ του ΚΝ΢, εγκεφαλικι ιςχαιμία, ςκλιρυνςθ κατά πλάκασ, AD και PD [29, 30]. 

Διάφορα κφτταρα του ΚΝ΢, όπωσ θ μικρογλοία, τα αςτροκφτταρα, τα ολιγοδενδροκφτταρα, και οι 

νευρϊνεσ, παράγουν μια πλθκϊρα από διαμεςολαβθτζσ τθσ φλεγμονισ, οι οποίοι δρουν με παρακρινι 

ι αυτοκρινι τρόπο, οδθγϊντασ ςε ζναν πολφπλοκο δίκτυο επικοινωνίασ μεταξφ των διαφόρων 

κυττάρων [28]. ΢υνεπϊσ, οι επιδράςεισ τισ φλεγμονισ ςτθ νευροδιαβίβαςθ, οι οποίεσ προκαλοφνται 

από τθ μεςολάβθςθ κυτοκινϊν και άλλων παραγόντων από τα ενεργοποιθμζνα νευρογλοιακά κφτταρα, 

φαίνεται να είναι οι κφριοι παράγοντεσ ςτθν εξζλιξθ τθσ εκφφλιςθσ, 

Νεότερεσ ζρευνεσ αναφζρουν πωσ οριςμζνα microRNAs, τα οποία εκφράηονται ςτο ΚΝ΢, 

ςυμπεριλαμβανομζνου του εγκεφάλου και τθσ ςπονδυλικισ ςτιλθσ, αποτελοφν ρυκμιςτζσ κλειδιά ςτθν 

ανάπτυξθ και ςτθ πλαςτικότθτα του ΚΝ΢. Σα μόρια αυτά εμπλζκονται ςτισ νευροεκφυλιςτικζσ 

αςκζνειεσ. Θ ςυμμετοχι διαφόρων, εξελικτικά ςυντθρθμζνων, microRNAs είναι το κλειδί ςτισ 

διακεκριμζνεσ αναπτυξιακζσ διεργαςίεσ του ΚΝ΢ πολλϊν οργανιςμϊν, ςυμπεριλαμβανομζνου του 

ανκρϊπου. Σα microRNAs ειδικότερα, αναγνωρίηουν και ρυκμίηουν τθν ζκφραςθ των mRNA ςτόχων με 

ςυμπλθρωματικότθτα αλλθλουχίασ εντόσ τθσ 3’ αμετάφραςτθσ περιοχισ, όπου ζνα απλό microRNA 

μπορεί να ζχει διάφορα mRNA ςτόχουσ για να ρυκμίηει μια διαδικαςία. Ομοίωσ, ζνα μοναδικό mRNA 

μπορεί να ςτοχεφεται από περιςςότερα από ζνα microRNA. Ζτςι, με τθ ρφκμιςθ των διαφορετικϊν 

γονιδίων-ςτόχων, τα microRNAs ζχουν αποδειχκεί ότι προάγουν τθ διαφοροποίθςθ των νευρικϊν 

βλαςτοκυττάρων και των νευρικϊν προγόνων ςε ειδικοφσ τφπουσ νευρικϊν κυττάρων, ι επάγουν τον 

πολλαπλαςιαςμό νευρικϊν βλαςτικϊν κυττάρων. Ωσ εκ τοφτου, γενετικοί και επιγενετικοί μθχανιςμοί, 

μετα-μεταγραφικζσ τροποποιιςεισ που ρυκμίηουν τθν ζκφραςθ αυτϊν των microRNAs κατά τθ διάρκεια 

των πρϊιμων ςταδίων τθσ νευρογζνεςθσ, αποτελοφν διαδικαςίεσ, οι οποίεσ ςχετίηονται άμεςα με τθ 

δθμιουργία νευροεκφυλιςτικϊν νόςων [31].  
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1.2 Νευροεκωυλιςτικζσ Νόςοι. 

1.2.1  Νόςοσ του Alzheimer’ s (Alzheimer Disease- AD) 

 
Θ AD, χαρακτθρίηεται από προοδευτικι απϊλεια μνιμθσ, αλλαγζσ ςτθν προςωπικότθτα, ςτθν 

ςυμπεριφορά, ςτθν κρίςθ και εξαςκζνιςθ γνωςτικϊν λειτουργιϊν [32]. Είναι μια μθ κεραπεφςιμθ, 

εκφυλιςτικι και κανατθφόρα νόςοσ, θ οποία περιγράφθκε αρχικά από το Γερμανό ψυχίατρο και 

νευροπακολόγο Alois Alzheimer το 1906. Ωςτόςο, αναγνωρίςτθκε ωσ θ πιο κοινι μορφι άνοιασ, τθ 

δεκαετία του 1960 από τουσ Blessed, Tomlinson και Roth [33]. Είναι μία νευροεκφυλιςτικι διαταραχι 

του ΚΝ΢ που ςυνδζεται με εςφαλμζνθ πτφχωςθ και ςυςςωμάτωςθ πρωτεϊνϊν ςτον εγκζφαλο. Είναι δε 

θ πιο ςυχνι μορφι άνοιασ ςε άτομα θλικίασ άνω των 65 ετϊν [34]. Τπάρχουν δφο μορφζσ τθσ νόςου 

AD: Θ ςποραδικι, που αφορά το ~95% των περιπτϊςεων και θ κλθρονομικι ι γενετικι που αφορά 

μόλισ το ~5% και θ οποία ζχει επικρατι αυτοςωμικό τρόπο κλθρονομικότθτασ (πρϊιμθ κλθρονομικι 

μορφι AD) και ζχει ταυτιςτεί ιδθ από τθ δεκαετία του '90 με ςυγκεκριμζνα γονίδια (APP- 1991, 

presinilin1- 1995, presinilin2- 1995). Σα αίτια τθσ νόςου ςτθν πιο ςυχνι τθσ μορφι είναι ςαφϊσ πιο 

περίπλοκα: υπάρχουν ςυγκεκριμζνα γονίδια που ζχουν ςυνδεκεί με τθν εμφάνιςθ τθσ νόςου και 

εξθγοφν μζχρι ζνα ςθμείο τθν εμφάνιςι τθσ, αλλά θ αιτία τθσ νόςου φαίνεται να είναι ζνασ πιο 

περίπλοκοσ ςυνδυαςμόσ γενετικϊν και περιβαλλοντικϊν παραγόντων, κακϊσ και απόρροια 

ςυγκεκριμζνων μθχανιςμϊν του οργανιςμοφ. 

 

1.2.1.1 Νευροπακολογία τθσ νόςου AD 

 
΢τθν εμφάνιςθ νευροεκφυλιςτικϊν χαρακτθριςτικϊν μπορεί να ςυμμετζχουν μορφολογικζσ 

τροποποιιςεισ που μπορεί να δθμιουργοφνται φυςιολογικά κατά τθ γιρανςθ. Κατά τθ γιρανςθ, ο 

εγκζφαλοσ υφίςταται διάφορεσ αλλαγζσ, οι οποίεσ μπορεί να προςομοιάηουν με τισ αντίςτοιχεσ 

αλλαγζσ τθσ νόςου, αλλά δεν είναι πανομοιότυπεσ. Για παράδειγμα, θ ςυρρίκνωςθ μζρουσ του 

εγκεφάλου, πχ του προμετωπιαίου λοβοφ και του ιππόκαμπου. Θ “υπόκεςθ του αμυλοειδοφσ”, θ οποία 

είναι θ κφρια ιςτοπακολογικι βάςθ για τθν πακογζνεςθ τθσ AD, ζχει ωσ κφριο χαρακτθριςτικό τθ 

ςυςςϊρευςθ του β- αμυλοειδοφσ (Αβ-42) ςτον εγκζφαλο. Σο γεγονόσ αυτό, πυροδοτεί φλεγμονϊδθ 

απόκριςθ, μζςω ενεργοποίθςθσ του ανοςοποιθτικοφ ςυςτιματοσ του εγκεφάλου. ΢υμπεριλαμβάνει δε 

και τθν υπερφωςφορυλίωςθ τθσ tau πρωτεΐνθσ, ατροφία του εγκεφαλικοφ ιςτοφ, λόγω επιλεκτικισ 

απϊλειασ νευρϊνων, και δθμιουργία νευροϊνιδιακϊν κόμβων (Neurofibrilly tangles) και πλακϊν του 

αμυλοειδοφσ (senile -Aβ- plaques) [35, 36]. Ωςτόςο, πρόςφατεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι ςυςςϊρευςθ 
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του Αβ (1-42), και ςυγκεκριμζνα του Αβ-42, είναι απαραίτθτθ αλλά όχι επαρκισ για εμφάνιςθ 

γνωςτικισ δυςλειτουργίασ, εφόςον βρζκθκε και ςε εγκεφάλουσ αςκενϊν που δεν εμφάνιςαν άνοια 

[37]. ΢υμπεραςματικά, επιπλζον παράγοντεσ ςυμβάλλουν ςτθν εξζλιξθ τθσ AD. Οι νευροϊνιδιακοί 

κόμβοι είναι ιδιαίτερα ανκεκτικοί, οπότε θ ςυςςϊρευςι τουσ δεν μπορεί να καταςταλεί από τον 

εγκζφαλο. Όταν το φορτίο των πλακϊν του αμυλοειδοφσ φτάςει ςε νευροτοξικά επίπεδα, 

καταςτρζφονται οι προεκβολζσ των γειτονικϊν νευρϊνων. Θ καταςτροφι περιοχϊν του εγκεφάλου 

δθμιουργεί όλεσ τισ νοθτικζσ διαταραχζσ που ζχουν ςυνδεκεί με τθ νόςο. ΢ε ακραίεσ περιπτϊςεισ, οι 

νευροϊνιδιακοί κόμβοι ςυςςωρεφονται γφρω από αγγεία, κάτι το οποίο μπορεί να οδθγιςει ςτθν εκροι 

αίματοσ ςτον εγκζφαλο και ςε εγκεφαλικό επειςόδιο [38]. 

Όλα τα παραπάνω ζχουν ςαν αποτζλεςμα ςε αρχικό ακόμθ ςτάδιο να παρατθροφνται ςυνικωσ 

ελλείμματα ςτθ μνιμθ, αλλαγζσ τθσ διάκεςθσ, απάκεια και ςφγχυςθ. ΢ε τελικό ςτάδιο παρατθροφνται 

διαταραχζσ ςτθν ομιλία, απραξία ι ακόμα και εγκεφαλικά επειςόδια, παράλυςθ περιοχϊν του 

προςϊπου, και κρίςεισ όμοιεσ με τισ επιλθπτικζσ [38].  

 

 
 

 
Εικόνα 1.2.1.1.1: Δείγμα μετακανάτιου ιςτοφ από εγκζωαλο αςκενοφσ με AD. Απεικονίηονται πλάκεσ 

αμυλοειδοφσ και νευροϊνιδιακοί κόμβοι (ωωτογραωία D. Bredesen). 
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1.2.1.2 Μοριακι και Γενετικι Βάςθ τθσ AD 

 
Μεταλλάξεισ ςτα γονίδια που κωδικοποιοφν για πρωτεϊνικά μόρια εμπλζκονται ςτθ νόςο, με 

κυριότερθ τθ γονιδιακι μετάλλαξθ ςτο χρωμόςωμα 21 τθσ ΑΡΡ πρωτεΐνθσ, μεταλλάξεισ ςτο πεπτίδιο Αβ 

και τθν πρωτεΐνθ tau (Πίνακασ 1.1.1.1) Επίςθσ, ςτθ νόςο εμπλζκονται ακόμθ τρία γονίδια, τα οποία 

κωδικοποιοφν για: τθν απολιποπρωτεΐνθ Ε (apoE4), τθν πρεςενιλίνθ 1 (PS 1, γονιδιακι μετάλλαξθ ςτο 

χρωμόςωμα 14), και τθν πρεςενιλίνθ 2 (PS 2, γονιδιακι μετάλλαξθ ςτο χρωμόςωμα 1) [39]. Σα γενετικά 

ελλείμματα των μορίων που ζχουν ταυτοποιθκεί μζχρι ςιμερα οδθγοφν ςε αυξθμζνθ βιοςφνκεςθ, 

αυξθμζνθ ςυςςϊρευςθ ι μειωμζνθ απομάκρυνςθ του Αβ. 

1.2.1.2.1 Πρόδρομθ Πρωτεΐνθ του Αμυλοειδοφσ (Amyloid Precursor Protein- APP). 

 
Θ APP ζχει αποτελζςει αντικείμενο μελζτθσ ςε πολλαπλά επίπεδα. Για παράδειγμα ζχει μελετθκεί θ 

δομι τθσ, ζχουν δθμιουργθκεί μοντζλα διαγραφισ ςε ςυςτιματα μυϊν, μυγϊν και ςκωλικων. Ζχουν 

πραγματοποιθκεί πολυάρικμεσ αναλφςεισ τθσ υποκυτταρικισ κίνθςισ τθσ, μεταφραςτικϊν και μετα- 

μεταφραςτικϊν τροποποιιςεϊν τθσ και μια τεράςτια λίςτα δυνθτικϊν λειτουργιϊν, χωρίσ όμωσ να 

αποςαφθνιςτεί πλιρωσ ο βιοχθμικόσ τθσ ρόλοσ [40]. Θ κατανόθςθ τθσ βιολογικισ ςθμαςίασ τθσ APP, 

εξακολουκεί να αποτελεί μία ςθμαντικι επιςτθμονικι πρόκλθςθ παγκοςμίωσ. Θ δυςλειτουργία ι/και θ 

τροποποίθςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ τθσ APP με άλλα πρωτεϊνικά, και μθ μόρια, αποτελεί το υπόςτρωμα 

για τθ διακφμανςθ των παραγόμενων εξ’ αυτισ Αβ και για τθν τροποποίθςθ των επιπζδων ζκφραςισ 

αυτισ και των ιςομορφϊν τθσ. Για παράδειγμα, εγκεφαλικά τραφματα ςχετίηονται με τθν αφξθςθ τθσ 

ζκφραςθ τθσ APP, κακϊσ και τισ εξωκυττάριεσ εναποκζςεισ πεπτιδίων αμυλοειδοφσ [40]. Ζνα από τα 

κφρια μοντζλα μελζτθσ τθσ πρωτεΐνθσ αυτισ, είναι οι κυτταρικζσ καλλιζργειεσ. Πολλοί ερευνθτζσ 

επικεντρϊνονται ςε ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ τθσ και ωσ εκ τοφτου μια πλθκϊρα λειτουργιϊν ζχουν 

αποδοκεί ςε κάκε μία από αυτζσ. Πολλζσ από αυτζσ τισ μελζτεσ, βαςίηονται ςτθν υπερζκφραςθ τθσ APP 

ι/και ςτθ χριςθ υψθλϊν ςυγκεντρϊςεων κακαριςμζνων πρωτεϊνικϊν κραυςμάτων, οι οποίεσ 

αυξάνουν τον κίνδυνο μθ φυςιολογικϊν αποκρίςεων. Επιπλζον, επειδι ο χρόνοσ μεταξφ 

πρωτεϊνοςφνκεςθσ και αποικοδόμθςισ τθσ είναι πολφ ςφντομοσ [41], είναι πικανό ότι θ APP 

διαδραματίηει κυρίωσ ρυκμιςτικό, παρά δομικό ρόλο ςτο κφτταρο, κάτι το οποίο κακιςτά τθ μελζτθ τθσ 

ακόμθ πιο δφςκολθ. Μία ςθμαντικι προςζγγιςθ για τθ μελζτθ τθσ APP, είναι θ ταυτοποίθςθ των 

πρωτεϊνϊν με τισ οποίεσ αλλθλεπιδρά. Ενδιαφζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι πολλζσ από τισ 

προτεινόμενεσ λειτουργίεσ τθσ APP και των προϊόντων τθσ, ςχετίηονται με μια ςειρά από κοινζσ 

βιολογικζσ διεργαςίεσ, όπωσ είναι θ νευρωνικι ανάπτυξθ, ο ςχθματιςμόσ των δενδριτϊν, θ 
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ςυναπτογζνεςθ. Διεργαςίεσ οι οποίεσ απαιτοφν πολφ καλά οργανωμζνεσ κυτταρικζσ αλλθλεπιδράςεισ. 

Γίνεται επίςθσ ςαφζσ, πωσ εξωκυττάρια αλλά και ενδοκυττάρια τμιματα τθσ APP εμπλζκονται ςτισ 

διεργαςίεσ αυτζσ και είναι εντυπωςιακό πωσ θ APP μπορεί να λειτουργιςει και ςτισ δφο πλευρζσ τθσ 

πλαςματικισ μεμβράνθσ, ςυνδζοντασ εξωκυττάρια ςιματα με ενδοκυτταρικζσ οδοφσ ςθματοδότθςθσ 

(ρφκμιςθ Ca2+, αλλθλεπιδράςεισ με τον κυτταροςκελετό ι/ και με πρωτεϊνικζσ κινάςεσ) [40]. 

Θ μελζτθ τθσ δομισ τθσ ΑΡΡ ζχει δείξει ότι πρόκειται για μία διαμεμβρανικι τφπου Λ γλυκοπρωτεΐνθ 

με μεγάλθ εξωκυττάρια αμινοτελικι περιοχι και μια μικρι καρβοξυτελικι. Θ εναλλακτικι ςυρραφι του 

γονιδίου, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν παραγωγι διαφόρων ιςομορφϊν, κυριότερεσ των οποίων είναι οι 

695, 751 και 770 αμινοξικϊν καταλοίπων. Οι δφο μεγαλφτερεσ ιςομορφζσ, περιζχουν μία επιπλζον 

περιοχι των 56 αμινοξζων ςτθ μζςθ τθσ αλλθλουχίασ, θ οποία δομικά και λειτουργικά ςχετίηεται με 

αναςτολείσ πρωτεαςϊν τφπου Kunitz [42]. Εκφράηεται κυρίωσ ςτον εγκζφαλο αλλά και ςτα νεφρά, αν 

και μπορεί να εντοπιςτεί ζκφραςθ και ςε άλλουσ ιςτοφσ. Σο γονίδιο τθσ APP ςτο ανκρϊπινο γονιδίωμα, 

εντοπίηεται ςτο μεγάλο βραχίονα του χρωμοςϊματοσ 21 και περιζχει τουλάχιςτον 18 εξϊνια. 

Εναλλακτικό μάτιςμα του γονιδίου παράγει διάφορα mRNA, τα οποία κωδικοποιοφν αρκετζσ 

ιςομορφζσ, το μικοσ των οποίων κυμαίνεται από 365 ζωσ 770 αμινοξζα. 

 

Πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP. 

Θ ΑΡΡ υφίςταται πρωτεολυτικι επεξεργαςία από 3 πρωτεάςεσ: α- εκκριτάςθ, β- εκκριτάςθ και γ- 

εκκριτάςθ.  Σα προϊόντα τθσ πρωτεολυτικισ δραςτθριότθτασ ζχουν διαφορετικι μοίρα. Με τθ δράςθ 

τθσ α- και γ- εκκριτάςθσ παράγονται θ α- ΑΡΡ και θ Ρ3 πρωτεΐνθ, ενϊ με τθ β- και τθ γ- εκκριτάςθ 

παράγεται το Αβ αμυλοειδζσ που περιζχει μια περιοχι με 40-42 αμινοξζα. ΢υςςϊρευςθ του Αβ 

αμυλοειδοφσ ςχθματίηει το κζντρο τθσ πλάκασ του αμυλοειδοφσ και υπάρχει μια περιοχι που ςυνδζεται 

με το C1q και ενεργοποιεί τθν κλαςςικι οδό του ςυμπλθρϊματοσ. Σο ενδοκυττάριο καρβοξυλικό άκρο 

(αμινοξζα 657-676) ενεργοποιεί τισ πρωτεΐνεσ G με αποτζλεςμα ζνα καταρράκτθ από γεγονότα που 

οδθγοφν ςτθν απόπτωςθ των νευρϊνων [43]. Απορρφκμιςθ τθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ από 

μουςκαρινικοφσ υποδοχείσ οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ α- εκκριτάςθσ και ςε μείωςθ του Αβ αμυλοειδοφσ. 

Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι τα επίπεδα ςτον ορό για τουσ υποδοχείσ αυτοφσ όπωσ θ ακετυλοχολίνθ και θ 

ιντερλευκίνθ-1 (IL-1) είναι μθ φυςιολογικά ςτθν AD [44]. 
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Εικόνα 1.2.1.2.1.1: Επεξεργαςία τθσ APP και εμπλεκόμενα μονοπάτια ςθματοδότθςθσ: ΢τθν εικόνα 
απεικονίηονται τα εναλλακτικά μονοπάτια επεξεργαςίασ τθσ APP: Θ διαδοχικι πρωτεολυτικι διάςπαςι 
τθσ, με τθ δράςθ των α- και γ- εκκριταςϊν (μθ- αμυλοειδικό μονοπάτι, προσ τα δεξιά), ι με τθ δράςθ 
των β- και γ- εκκριταςϊν (αμυλοειδικό μονοπάτι, προσ τα αριςτερά). Επίςθσ, παρουςιάηονται και οι 
δράςεισ τθσ, κακϊσ και τα διάφορα προϊόντα επεξεργαςίασ. Θ APP παίηει ρόλο ςτθν κυτταρικι 
προςκόλλθςθ, ενϊ το διαλυτό κλάςμα τθσ (sAPPα), κεωρείται ότι ςυνεργάηεται με τον υποδοχζα του 
αυξθτικοφ παράγοντα EGF για τθν επαγωγι του νευρικοφ πολλαπλαςιαςμοφ μζςω εξωκυττάριου 
ςιματοσ, ρυκμιηόμενο από τθν κινάςθ ERK και AKT. Επιπλζον, θ sAPPα, άμεςα ι ζμμεςα, ενεργοποιεί τα 
υψθλισ αγωγιμότθτασ κανάλια (KCN) και τθν cGΜP- εξαρτϊμενθ πρωτεϊνικι κινάςθ PKG, για να 
προςτατζψει τουσ νευρϊνεσ από τθν τοξικότθτα διζγερςθσ. Σο Αβ πεπτίδιο, με τθ ςειρά του επθρεάηει 
τθ ςυναπτικι λειτουργία, ενεργοποιεί τον κυτταρικό κάνατο, μζςω τθσ πρόςδεςισ του ςτον υποδοχζα 
νευροτροφίνθσ (p75NTR) και ςχθματίηει νευροτοξικά ολιγομερι και πλάκεσ. Σο κυτταροπλαςματικό μζροσ 
τθσ πλιρουσ μικουσ APP, κακϊσ και τα μεμβρανο- ςχετιηόμενα καρβοξυτελικά κραφςματα C99 και C83, 
αλλθλεπιδροφν με πολλαπλοφσ προςδζτεσ και μόρια ςθματοδότθςθσ, που εμπλζκονται με διάφορα 
κυτταρικά μονοπάτια διαφοροποίθςθσ (π.χ. SHCA, JIP, X11 και DAB1). Σζλοσ, το διαλυτό ενδοκυττάριο 
κλάςμα τθσ APP (AICD) μπορεί να δράςει και ωσ μεταγραφικόσ ρυκμιςτικόσ παράγοντασ, μζςω 
ςφνδεςισ του με τθν πρωτεΐνθ FE65 και τθν ακετυλοτρανςφεράςθ τθσ ιςτόνθσ TIP60 ςτον πυρινα [45]. 
 

Όπωσ πολλζσ άλλεσ πρωτεΐνεσ με παρόμοια δομικά χαρακτθριςτικά, ζτςι και θ APP υπόκεινται ςε 

διαδικαςία «sheddase», δθλαδι ςτθν απόρριψθ κραυςμάτων εκτομισ, διαμεςολαβοφμενθ από 

πρωτεάςεσ. Όπωσ κα αναφερκεί και παρακάτω, υπάρχουν διάφοροι τρόποι πρωτεόλυςθσ τθσ APP, 

δθμιουργϊντασ διακριτά μεταβολικά προϊόντα [46]. Σο πλαίςιο γι’ αυτά τα μονοπάτια βαςίηεται ςτο 

μεταβολικό κφκλο τθσ APP, ο οποίοσ ξεκινά με μετάφραςθ ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο και ακολουκεί 

γλυκοηυλίωςθ και ωρίμανςθ μζςω τθσ ςυςτιματοσ Golgi, αφοφ παρουςιαςτεί θ APP ςτθν πλαςματικι 
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μεμβράνθ και ανακυκλωκεί. ΢το ςθμείο αυτό, θ APP μπορεί να επιςτρζψει ςτθν κυτταρικι επιφάνεια ι 

να διαςχίςει το ενδοςωμικό ςφςτθμα. Θ παρουςία τθσ ςε κάκε ζναν από αυτοφσ του προοριςμοφσ 

ςχετίηεται με ςυγκεκριμζνθ πρωτεολυτικι επεξεργαςία, αφοφ τα ζνηυμα τα οποία πρωτεολφουν τθν 

APP, κατανζμονται χωρικά ςτα κυτταρικά διαμερίςματα [47]. Αν και μόνο δφο μεταβολικά- 

πρωτεολυτικά μονοπάτια ζχουν περιγραφεί εκτενϊσ, πρόςφατα ανακαλφφκθκαν επιπλζον τζςςερισ 

τρόποι επεξεργαςίασ τθσ APP [48] (Πίνακασ 1.2.1.2.1.1). Επίςθσ, ςτθν εικόνα 1.2.1.2.1.2, ςυνοψίηονται 

οι κζςεισ υδρόλυςθσ του πεπτιδικοφ δεςμοφ που εμφανίηονται ςτα περιγραφόμενα μονοπάτια. 

 

 
 

Πίνακασ 1.2.1.2.1.1: Πρωτεολυτικά μονοπάτια του μεταβολιςμοφ τθσ APP: Θ πρωτεόλυςθ ξεκινά με 
τθν πλιρουσ μικουσ APP και ςυνεχίηει προσ τα δεξιά (CTF: C- terminal κραφςμα; AICD: ενδοκυτταρικό 
κλάςμα τθσ APP). 

 

 
Εικόνα 1.2.1.2.1.2: Σο ενδοκυτταρικό κλάςμα τθσ APP υπόκεινται ςε πρωτεόλυςθ ςε πολλαπλζσ 
κζςεισ από διαωορετικζσ εκκριτάςεσ. Οι αρικμοί αναφζρονται ςτο αμινοξφ, ςτο οποίο αςκείται θ 
ενηυμικι δράςθ τθσ πρωτεάςθσ και ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν υδρόλυςθ του πεπτιδικοφ δεςμοφ του 
αμινοξζοσ. Όλοι οι αρικμοί χρθςιμοποιοφν τθν αρίκμθςθ των ιςομορφϊν APP695. To N-τελικό άκρο 
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ξεκινά από τον αρικμό 18, εξαιτίασ τθσ αποκοπισ του πεπτιδικοφ ςιματοσ κατά τθ διαδικαςία τθσ 
ωρίμανςθσ. Θ ςκίαςθ υποδεικνφει τθν περιοχι του πεπτιδίου Αβ [48]. 
 

 Όπωσ αναφζρκθκε, ανάλογα με τθν περιοχι δράςθσ τθσ θ APP ςυμμετζχει ςε διάφορεσ 

λειτουργίεσ. Ζρευνεσ ζχουν δείξει πωσ θ εξωκυττάρια περιοχι τθσ APP, λειτουργεί ωσ υποδοχζασ ςτθν 

επιφάνεια τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ, ο οποίοσ παρομοιάηει τον υποδοχζα Notch. Θ αλλθλεπίδραςθ 

τθσ APP, θ οποία δρα ωσ υποδοχζασ, με διάφορεσ πρωτεΐνεσ αποδείχκθκε πωσ επθρεάηει τθν παραγωγι 

του Aβ, αλλά και τθ ςθματοδότθςθ [49]. Επίςθσ, οι περιοχζσ Ε1 και Ε2 ζχει δειχκεί να αλλθλεπιδροφν με 

πρωτεΐνεσ εξωκυττάριασ μιτρασ και με πρωτεογλυκάνεσ, υποςτθρίηοντασ το ρόλο τθσ ςτθν κυτταρικι 

προςκόλλθςθ. ΢υγκεκριμζνα, ζχει δειχκεί πωσ θ Ε2 περιοχι τθσ APP μπορεί να ςχθματίςει 

αντιπαράλλθλα διμερι, μία δομι θ οποία ζχει τθν ικανότθτα να ςυμμετζχει ςτθν κυτταρικι 

προςκόλλθςθ. Άλλθ μία ςθμαντικι λειτουργία τθσ εξωκυττάριασ περιοχισ τθσ APP, είναι ο 

νευροτροφικόσ ρόλοσ τθσ και θ ςυμμετοχι τθσ ςτθ ςυναπτογζνεςθ. ΢τισ λειτουργίεσ αυτζσ ςυμμετζχει θ 

πλιρουσ μικουσ APP, αλλά και το εκκρινόμενο μόριο μετά από τθν πρωτεόλυςθ τθσ τελευταίασ [49]. 

Θ ενδοκυτταρικι περιοχι τθσ APP παίηει κυρίωσ ρόλο ςτθν κυτταρικι ςθματοδότθςθ κακϊσ και 

ςτθν αξονικι μεταβίβαςθ ςιματοσ. ΢υγκεκριμζνα, θ APP μπορεί να φωςφορυλιωκεί ςε ςυγκεκριμζνα 

ςθμεία τθσ εξωκυττάριασ και ενδοκυττάριασ περιοχισ. Οι δράςεισ κιναςϊν επί τθσ APP, ζχουν ςυνδεκεί 

με τθ ρφκμιςθ τθσ τοπολογίασ τθσ APP ςτθν ανάπτυξθ κϊνων και νευρϊνων. Επίςθσ, θ κυτταρικι 

μετανάςτευςθ και θ διαμόρφωςθ ςυνάψεων, είναι λειτουργίεσ για τισ οποίεσ ζχει αποδειχκεί ότι 

ςυμμετζχει θ ενδοκυττάρια περιοχι τθσ APP. 

Μζχρι ςτιγμισ, αναφζρκθκαν κετικζσ/ ευεργετικζσ ιδιότθτεσ τθσ APP. Ενδιαφζρον παρουςιάηει θ 

εκτενισ λίςτα κυτταροτοξικϊν ιδιοτιτων τθσ APP, ιδιαίτερα όταν υπερεκφράηεται θ APP ι το 

καρβοξυτελικό κραφςμα τθσ C99 ι C100. Θ υπερζκφραςθ του C100 τθσ APP (CTF) ζχει ςυςχετιςτεί με το 

νευροεκφυλιςμό ςτον εγκζφαλο [50], πικανϊσ διαταράςςοντασ τθ μεταγωγι ςιματοσ τθσ APP. Μία 

άλλθ οδόσ, μζςω τθσ οποίασ το CTF τθσ APP γίνεται νευροτοξικό, είναι μζςω του ενδοκυττάριου 

τμιματοσ τθσ τελευταίασ. ΢υγκεκριμζνα, θ νευροτοξικότθτα του CTF φαίνεται να απαιτεί μια ακζραια 

κζςθ καςπάςθσ εντόσ του κυτοςολικοφ άκρου [51]. Απϊλεια τθσ κζςθσ αυτισ μζςω μετάλλαξθσ ςτθ 

κζςθ 664 από αςπαρτικό ςε αλανίνθ (D664A), ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν απϊλεια τθσ κυτταροτοξικότθτασ 

του C100 τθσ APP. Επίςθσ, ζχει προτακεί πωσ θ απελευκζρωςθ μικρότερων κραυςμάτων (C31 και Jcasp) 

από τθν ενδοκυττάρια περιοχι τθσ APP μετά από πρωτεόλυςθ ςτθν κζςθ 664, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν 

παραγωγι νζων κυτταροτοξικϊν APP πεπτιδίων [52]. Πράγματι, ςε διαγονιδιακά ποντίκια, ςτα οποία 

ζχει πραγματοποιθκεί κατευκυνόμενθ μεταλλαξογζνεςθ ςτθ κζςθ τθσ καςπάςθσ, ϊςτε να καταςτιςει 

τθν APP μθ διαςπϊμενθ, οι προβλεπόμενοι Αβ- ςχετιηόμενοι φαινότυποι ςτον εγκζφαλο, 



25 
 

ςυμπεριλαμβανομζνων των ςυναπτικϊν, ςυμπεριφορικϊν και θλεκτροφυςιολογικϊν ανωμαλιϊν, 

απουςίαηαν παρά τισ άφκονεσ εναποκζςεισ αμυλοειδοφσ ςτον εγκζφαλο. Επομζνωσ, θ απελευκζρωςθ 

των μικρότερων κραυςμάτων (C31 ι Jcasp) μετά τθ διάςπαςθ τθσ καςπάςθσ του C99, μπορεί να 

οδθγιςει ςε ενεργοποίθςθ γονιδίων που ςυμβάλλουν ςτον κυτταρικό κάνατο με τρόπο ανεξάρτθτο 

από τθ γ- εκκριτάςθ. Ωσ εκ τοφτου, υπάρχουν επί του παρόντοσ διάφοροι δυνθτικοί μθχανιςμοί μζςω 

των οποίων θ APP μπορεί να ςυμμετζχει ςτθ νευροτοξικότθτα: μζςω διάςπαςθσ γ- εκκριτάςθσ για να 

απελευκερωκεί το ενδοκυτταρικό τμιμα τθσ APP ι μζςω εναλλακτικισ διάςπαςθσ του καρβοξυτελικοφ 

άκρου τθσ για να απελευκερωκοφν άλλα κυτταροτοξικά πεπτίδια [53]. 

 

1.2.1.2.2 H Πρωτεΐνθ Σau. 

 
΢τθν πακογζνεςθ τθσ νόςου εμπλζκεται και θ πρωτεΐνθ tau. Ανικει ςτισ μικρομοριακζσ πρωτεΐνεσ 

που ςχετίηονται με μικροςωλθνίςκουσ (Microtubule Associated proteins, MAPs) και βρίςκεται ςε 

αφκονία ςτο ΚΝ΢, κυρίωσ ςτουσ νευράξονεσ. Επιπλζον, θ Σau εκφράηεται ςτουσ άξονεσ των νευρϊνων 

του ΠΝ΢ και ςε μικρότερο βακμό ςτα αςτροκφτταρα και τα ολιγοδενδροκφτταρα ΚΝ΢, αλλά και ςε 

άλλουσ ιςτοφσ, όπωσ ςτα νεφρά και ςτουσ πνεφμονεσ. Κωδικοποιείται από ζνα γονίδιο που βρίςκεται 

ςτο χρωμόςωμα 17 και αποτελείται από 16 εξϊνια [54]. Ο φυςιολογικόσ ρόλοσ τθσ είναι να 

προςδζνεται γριγορα και αντιςτρεπτά ςτθν εξωτερικι επιφάνεια των μικροςωλθνίςκων αλλά και ςτο 

εςωτερικό τουσ, με τθν αμινοτελικι και καρβοξυτελικι τθσ περιοχι να προβάλλει προσ το εξωτερικό 

των μικροςωλθνίςκων [55]. Σο αμινοτελικό τθσ άκρο ςυνδζεται με τθν κυτταροπλαςματικι μεμβράνθ, 

πικανϊσ ωσ μζροσ ενόσ ςυμπλζγματοσ ςχετιηόμενου με τθ μεμβράνθ, ρυκμίηοντασ τθν απόςταςθ 

μεταξφ των μικροςωλθνίςκων. Τποςτθρίηεται πωσ οι αλλθλουχίεσ των επαναλαμβανόμενων μοτίβων 

δεςμεφονται άμεςα ςτουσ μικροςωλθνίςκουσ, μζςω του κετικοφ τουσ φορτίου, που αλλθλεπιδρά με τα 

αρνθτικά φορτιςμζνα κατάλοιπα τθσ ςωλθνίνθσ [56]. Επιπλζον, εμπλζκεται ςτθν αξονικι μεταφορά, τθν 

οποία και τροποποιεί [57]. Ωσ εκ τοφτου, θ tau κακορίηει τθ ςτακεροποίθςθ των μικροςωλθνίςκων με 

αποτζλεςμα τθ ςυντιρθςθ τθσ κυτταρικισ δομισ (αξονικοί μικροςωλθνίςκοι). Θ μεγαλφτερθ ιςομορφι 

τθσ ανκρϊπινθσ πρωτεΐνθσ tau διακζτει 85 κζςεισ φωςφορυλίωςθσ (80 Ser/ Thr και 5 Tyr). Θ 

υπερφωςφορυλίωςθ τθσ πρωτεΐνθσ tau ζχει ςαν αποτζλεςμα τθν ζκπτωςι τθσ από τουσ 

μικροςωλθνίςκουσ και τθν αποςτακεροποίθςι τουσ, τθν αφξθςθ τθσ κυτταροπλαςματικισ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ tau και τθ διευκόλυνςθ ςχθματιςμοφ νευροϊνιδιακϊν κόμβων, κακϊσ και τθν 

απορρφκμιςθ τθσ ενδονευρωνικισ κυκλοφορίασ, αναςτολι πρωτεαςϊν και νευρωνικό κάνατο. 

Επιπλζον, ζχει δειχκεί ότι ο αρικμόσ των νευροϊνιδιακϊν κόμβων ςυςχετίηεται κετικά με τθ βαρφτθτα 
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τθσ νόςου, και πωσ ο αρικμόσ των τελευταίων και ο αρικμόσ των νεκρϊν νευρϊνων αυξάνονται 

παράλλθλα ςτθν πορεία εξζλιξθσ τθσ νόςου [58-61].  

 

1.2.1.2.3 Θ Απολιποπρωτεΐνθ Ε (ΑpoE). 

 
Θ απολιποπρωτεΐνθ Ε (ApoE), είναι ο κφριοσ μεταφορζασ χολθςτερόλθσ ςτον εγκζφαλο και 

αποτελεί ουςιαςτικισ βαρφτθτασ παράγοντα για τθν ανάπτυξθ των νευραξόνων. ΢υντίκεται από τα 

αλλθλόμορφα ε2, ε3 και ε4 με τθ μορφι τριϊν ιςοενηφμων των Ε2, Ε3 και Ε4. Είναι μία γλυκοπρωτεΐνθ 

(34kDa), Θ ΑpoΕ ςυνδζεται με διάφορουσ υποδοχείσ τθσ κυτταρικισ επιφάνειασ που εμπλζκονται ςτθν 

μεταφορά λιπιδίων, ςτο μεταβολιςμό τθσ γλυκόηθσ, ςτθν νευρωνικι ςθματοδότθςθ και ςτθν 

μιτοχονδριακι λειτουργία και εκφράηεται ςτο ιπαρ και ςτον εγκζφαλο [62]. Θ φπαρξθ του 

αλλθλόμορφου ε4 ςτο γονίδιο για τθν απολιποπρωτεΐνθ Ε, που βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 19, αποτελεί 

ιςχυρό παράγοντα τόςο για τθν όψιμθ οικογενι μορφι τθσ νόςου, όςο και για τθ ςποραδικι μορφι. 

Βρζκθκε ότι επθρεάηει τθν παραγωγι, τθν κατανομι και τθν εκκακάριςθ του Αβ ςτισ πλάκεσ και ςτουσ 

νευροϊνιδιακοφσ κόμβουσ [63]. Άτομα ομόηυγα για το αλλθλόμορφο ε4 ζχουν μεγαλφτερο κίνδυνο να 

εμφανίςουν τθ νόςο, κυρίωσ ςε οικογζνειεσ με μεταλλάξεισ ςτθν APP. Θ απολιποπρωτεΐνθ Ε4 ςυνδζεται 

με το Αβ, το οποίο μεταφζρεται από τα αςτροκφτταρα ςτθν επιφάνεια των νευρϊνων και 

ανακυκλϊνεται μζςω των ενδοςωμάτων και των λυςςοςωμάτων.  

1.2.1.2.4 Πρεςενιλίνεσ  

 
Οι πρεςενιλίνεσ 1 και 2 είναι μεμβρανικζσ πρωτεΐνεσ, τα γονίδια των οποίων βρίςκονται ςε 

διαφορετικά χρωμοςϊματα και οι μεταλλάξεισ των οποίων είναι υπεφκυνεσ πάνω από 90% για τον 

αυτοςωμικό τφπο τθσ πρϊιμθσ οικογενοφσ νόςου AD. Μεταλλάξεισ ςτισ πρωτεΐνεσ αυτζσ είναι 

ςθμαντικζσ για τθν πρϊιμθ οικογενι μορφι τθσ νόςου. Οι περίπου 30 μεταλλάξεισ ςτα γονίδια τθσ 

πρεςενιλίνθσ 1 και πρεςενιλίνθσ 2 είναι υπεφκυνεσ για 50% τθσ πρϊιμθσ οικογενοφσ μορφισ τθσ νόςου 

[64]. Μεταλλάξεισ του γονιδίου τθσ APP, το οποίο βρίςκεται ςτο χρωμόςωμα 21 και οι οποίεσ αφοροφν 

το 18% των μεταλλάξεων, προκαλοφν τθ νόςο ςε θλικίεσ μεταξφ 45 και 65 ετϊν. Οι μεταλλάξεισ αυτζσ 

εντοπίηονται κοντά ςτισ κζςεισ πρωτεόλυςθσ τθσ APP από τισ εκκριτάςεσ. Ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθν 

αφξθςθ τθσ παραγωγισ Αβ1- 40 (Swedish), άλλεσ τθν αφξθςθ παραγωγισ Αβ1- 42 (London), άλλεσ τθν 

αφξθςθ τθσ ςυςςωμάτωςθσ τθσ Αβ (Arctic), ενϊ άλλεσ εμποδίηουν τθν αποικοδόμθςθ του Αβ 

(Glu693Lys, Glu693Gly, Glu693del, Asp694Asn) [65]. Μεταλλάξεισ του γονιδίου τθσ πρεςενιλίνθσ 1 

(χρωμόςωμα 14), είναι πάνω από 180 και αφοροφν το 78% των μεταλλάξεων. Εντοπίηονται διάχυτα ςε 
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όλο το μικοσ του μορίου και προκαλοφν τθ νόςο ςε θλικίεσ μεταξφ 30 και 55. Οι μεταλλαγζσ αυτζσ, 

οδθγοφν ςε αφξθςθ, μείωςθ ι δεν επθρεάηουν τθν παραγωγι Αβ. Σζλοσ, οι μεταλλάξεισ του γονιδίου 

τθσ πρεςενιλίνθσ 2 (χρωμόςωμα 1), είναι 12, αφοροφν το 4% των μεταλλάξεων, προκαλοφν τθ νόςο ςε 

θλικίεσ 39 και 75 ετϊν και επθρεάηουν τθν παραγωγι Αβ [66]. 

 
 

 
 

Εικόνα 1.2.1.2.4.1: Θ ζναρξθ τθσ νόςου (AD), ανάλογα με τθ διαωορετικι ςυμμετοχι των γονιδίων. 
Σα ςυμπτϊματα τθσ άνοιασ μπορεί να εμφανιςτοφν ςε νεότερθ θλικία ςε αςκενείσ με ςφνδρομο Down 
και ςε αςκενείσ με AD χωρίσ τριςωμία [62]. 

 
 

΢ΠΟΡΑΔΙΚΘ ΜΟΡΦΘ ΣΘ΢ AD (<95%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 1.2.1.1.1: Παράγοντεσ κινδφνου εμωάνιςθσ τθσ νόςου.  

 
Από τα ανωτζρω φαίνεται ότι θ αυξθμζνθ παραγωγι ι θ μειωμζνθ εκκακάριςθ του Αβ 

αμυλοειδοφσ πεπτιδίου, θ οποία προκαλείται από ποικίλεσ γενετικζσ, μοριακζσ θ περιβαλλοντολογικζσ 
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ςυνκικεσ, οδθγοφν ςτθ ςυςςϊρευςθ του Αβ και ςτθν ευόδωςθ τθσ φλεγμονισ, θ οποία προκαλεί 

τοπικι ιςτικι βλάβθ. Σο τελευταίο προκαλεί ςτθ ςυνζχεια αφξθςθ τθσ φλεγμονισ. 

Ο μθχανιςμόσ νευροτοξικότθτασ του Αβ αποτελείται από διάφορα ςτάδια. Αυτά περιλαμβάνουν 

τθν ενςωμάτωςι του ςτισ κυτταρικζσ μεμβράνεσ, τθν παραγωγι ελεφκερων ριηϊν, τθν επαγωγι τθσ 

απόπτωςθσ, τθν ενεργοποίθςθ του ςυμπλθρϊματοσ και άρα τθν υπερπαραγωγι των πρωτεϊνϊν οξείασ 

φάςθσ. Επιπρόςκετα, το Αβ αποςτακεροποιεί τθν ομοιόςταςθ του αςβεςτίου, επάγει τον ςχθματιςμό 

νευροϊνιδιακϊν κόμβων και ενεργοποιεί τισ κινάςεσ GSK3β και cdk5, οι οποίεσ υπερφωςφορυλιϊνουν 

τθν πρωτεΐνθ tau. Θ κυτταρικι βλάβθ οδθγεί ςε μεταβολικζσ αλλαγζσ και θ εμμζνουςα φλεγμονι 

καταλιγει ςτθ διαταραχι των ςυνάψεων και ςτθ ςυνζχεια ςτον κυτταρικό κάνατο. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 1.2.1.1.2: Θ υπόκεςθ του αμυλοειδοφσ καταρράκτθ δθλϊνει ότι μια ανιςορροπία μεταξφ τθσ 
παραγωγισ και τθσ κάκαρςθσ του Αβ ςτον εγκζωαλο, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν αφξθςθ των επιπζδων 
του πεπτιδίου, το οποίο αποτελεί το γεγονόσ εκκίνθςθσ τθσ AD και τελικά οδθγεί ςε νευρωνικό 
εκωυλιςμό και άνοια [67]. 
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1.2.2 Νόςοσ του Parkinson (Parkinson’s Disease- PD). 

1.2.2.1 Νευροπακολογία τθσ PD. 

 

Θ PD περιγράφκθκε από τον James Parkinson το 1817. Σο κφριο πακολογικό χαρακτθριςτικό τθσ 

νόςου είναι ο προοδευτικόσ εκφυλιςμόσ των νευρϊνων των βαςικϊν γαγγλίων, ιδιαίτερα των 

ντοπαμινεργικϊν κυττάρων τθσ ςυμπαγοφσ μοίρασ τθσ μζλαινασ ουςίασ (substantia nigra pars 

compacta) και μείωςθ των επιπζδων τθσ ντοπαμίνθσ (Dopamine- DA) ςτο ραβδωτό ςϊμα του 

εγκεφάλου [68, 69]. Θ νόςοσ του PD αποτελεί μία από τισ ςυνθκζςτερεσ νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ 

του εγκεφάλου, μετά τθ AD και αφορά το κεντρικό, το περιφερικό νευρικό ςφςτθμα, κακϊσ και το 

ςφςτθμα των εντερικϊν νευρϊνων [70]. Σα κφρια κλινικά ςυμπτϊματα τθσ νόςου είναι ο τρόμοσ, θ 

βραδυκινθςία, θ ακαμψία και διαταραχζσ ςτθ βάδιςθ, τθ ςτάςθ, το λόγο και τθν κατάποςθ [71, 72], 

κακϊσ επίςθσ και θ κατάκλιψθ, θ ζλλειψθ όςφρθςθσ, θ γριγορθ κίνθςθ ματιϊν και διαταραχζσ φπνου 

[73]. Σα ςυμπτϊματα προκφπτουν όταν το 50% των ντοπανιμεργικϊν νευρϊνων που ξεκινοφν από τθ 

μζλαινα ουςία και καταλιγουν ςτο ραβδωτό εκφυλίηονται, με αποτζλεςμα να παρατθρείται δραματικι 

μείωςθ τθσ DA ςτο ραβδωτό [74, 75]. Σα κφρια χαρακτθριςτικά τθσ νόςου είναι θ νευρωνικι απϊλεια 

ςτισ ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ τθσ μζλαινασ ουςίασ του εγκεφάλου κακϊσ και θ εκτεταμζνθ ενδοκυττάρια 

ςυςςϊρευςθ τθσ πρωτεΐνθσ ASYN, χαρακτθριςτικά τα οποία αποτελοφν προχπόκεςθ για τθ διάγνωςθ 

τθσ νόςου. ΢τα αρχικά ςτάδια τθσ νόςου, θ απϊλεια των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων περιορίηεται ςτθν 

πλευροκοιλιακι μζλαινα ουςία με λιγοςτι εξάπλωςθ ςε άλλουσ ντοπαμινεργικοφσ νευρϊνεσ του 

μεςεγκεφάλου, θ οποία επεκτείνεται ςτα τελικά ςτάδια. Πρόςφατεσ μελζτεσ υποςτθρίηουν ότι θ 

δραματικι απϊλεια αυτϊν των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων ακόμθ και ςτα αρχικά ςτάδια, 

υποδεικνφουν ότι ο νευροεκφυλιςμόσ ςε αυτι τθν περιοχι ξεκινάει πριν εμφανιςτοφν τα κινθτικά 

ςυμπτϊματα [76].  

Ζνα εφλογο ερϊτθμα που προκφπτει είναι γιατί ςυγκεκριμζνα οι ντοπαμινεργικοί νευρϊνεσ είναι 

ευάλωτοι. Μζχρι πρόςφατα, δεν υπιρχαν ξεκάκαρεσ γενετικζσ αιτίεσ, παρά μόνο θ υπόκεςθ των 

μεταβολικϊν μονοπατιϊν βιοςφνκεςθσ τθσ DA. Τπάρχουν ενδείξεισ, πωσ οι μεταβολίτεσ τθσ DA, ζχουν 

τθν ικανότθτα να αυξιςουν τα επίπεδα των δραςτικϊν ριηϊν, οι οποίεσ προκαλοφν βλάβεσ ςτα 

κφτταρα, κυρίωσ ςτα μιτοχόνδρια. Για παράδειγμα, θ νευρομελανίνθ προςδζνει βαρζα μζταλλα, το 

οποίο οδθγεί ςτθν παραγωγι ελεφκερων ριηϊν [77, 78]. Μία άλλθ υπόκεςθ υποςτθρίηει πωσ θ ζκκεςθ 

ςε περιβαλλοντικζσ τοξίνεσ, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ μιτοχονδριακι δυςλειτουργία. Θ υπόκεςθ αυτι 

ςτθρίχκθκε ςε δφο διαφορετικά ευριματα. Αρχικά, κατά τθ δεκαετία του ‘70 και του ‘80, οριςμζνοι 

χριςτεσ απαγορευμζνων ουςιϊν ανζπτυξαν τθ νόςο, όπου κατθγορικθκε θ 1- μεκυλ- 4- φαινυλ- 1, 2, 3, 
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6 - τετραχδροπυριδίνθ (ΜΡΣΡ) [77, 79]. Είναι μια λιποδιαλυτι ουςία και ωσ εκ τοφτου ζχει τθν 

ικανότθτα να διαπερνά τον αιμοτοεγκεφαλικό φραγμό, όπου οξειδϊνεται ςε 1- μεκυλ- 4- φαινυλ- 

πυριδινίου (ΜΡΡ+), το οποίο είναι τοξικό. Θ ευαιςκθςία των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων ςτθν τοξίνθ 

αυτι, οφείλεται ςτθν πρόςλθψι τθσ από τουσ μεταφορείσ τθσ DA. Μόλισ ειςζλκει ςτο νευρϊνα, 

ςυγκεντρϊνεται ςτα μιτοχόνδρια και ςυνδζεται με τθ NADH αφυδρογονάςθ, αναςτζλλοντασ το 

ςφμπλεγμα Λ τθσ αλυςίδασ μεταφοράσ θλεκτρονίων, οδθγϊντασ ςε μιτοχονδριακι δυςλειτουργία [77, 

80]. Κατά δεφτερον, επιδθμιολογικζσ μελζτεσ είχαν προτείνει μία ςφνδεςθ τθσ νόςου με 

μακροπρόκεςμθ ζκκεςθ ςε οριςμζνα φυτοφάρμακα. Θ ροτενόνθ, ζνα φυτικό παράγωγο, το οποίο 

χρθςιμοποιείται ωσ εντομοκτόνο, είναι γνωςτό και ωσ αναςτολζασ τθσ NADH αφυδρογονάςθσ. Θ χρόνια 

χοριγθςθ τθσ ροτενόνθσ ςε τρωκτικά, ζχει ωσ αποτζλεςμα παρκινςονικισ ςυμπεριφοράσ και 

πακολογίασ, ςυμπεριλαμβανομζνθσ και τθ δθμιουργία εγκλείςτων [77, 81]. Επίςθσ, θ χρόνια ζκκεςθ 

ςτο ηιηανιοκτόνο paraquat, μπορεί να αλλάξει τθν ζκφραςθ και τθ ςυςςωμάτωςθ τθσ ASYN. 

1.2.2.2 Μοριακι και Γενετικι Βάςθ τθσ PD. 

 

Τπάρχουν διάφορεσ μορφζσ τθσ νόςου. Θ κάκε μορφι, εξαρτάται από διάφορουσ παράγοντεσ όπωσ 

θ γιρανςθ, θ γενετικι καταβολι του ατόμου και θ επίδραςθ του περιβάλλοντοσ. Θ μορφι τθσ νόςου με 

γενετικι αιτιολογία αφορά μόνο το 5% των περιπτϊςεων και ονομάηεται οικογενισ τφποσ. Προκαλείται 

από είτε από ςθμειακζσ μεταλλαγζσ, είτε από διπλαςιαςμοφσ και τριπλαςιαςμοφσ του γονιδίου τθσ 

ASYN. Θ πρϊτθ ςφνδεςθ κλθρονομικότθτασ, ιταν με τον γενετικό τόπο τθσ ASYN, ςτο χρωμόςωμα 4, 

γνωςτόσ ωσ PARK1. Αρκετοί ακόμθ επίτοποι ζχουν εμπλακεί, οι κυριότεροι από τουσ οποίουσ φαίνονται 

παρακάτω: 

Γενετικόσ τόποσ 
 

Πρωτεΐνθ Λειτουργία 

PARK1 ASYN Πρωτεΐνθ ςυνοδόσ 

PARK2 Parkin Ουβικιτίνθ, Ε3 λιγάςθ 

PARK6 PINK1 Κινάςθ ςερίνθσ/ κρεονίνθσ 
 

PARK7 DJ-1 Πρωτεΐνθ ςυνοδόσ 
 

PARK8 LRRK2 Κινάςθ ςερίνθσ/ κρεονίνθσ και 
τυροςινικι κινάςθ 

 

 
Πίνακασ 1.2.2.2.1: Γενετικζσ μεταλλαγζσ που ςυνδζονται ςτον οικογενι τφπο τθσ νόςου PD [77]. 



31 
 

 

Τπάρχουν και περιπτϊςεισ του αυτοςωμικοφ επικρατι τφπου τθσ νόςου, οι οποίοι ζχουν προκλθκεί 

από διπλαςιαςμοφσ και τριπλαςιαςμοφσ ςε περιοχι που περιζχει το γονίδιο τθσ ASYN. Τπάρχει 

ςυςχζτιςθ τθσ ποςότθτασ του γονιδίου με τθν εξζλιξθ τθσ νόςου, διότι ανάλογα με τουσ γονιδιακοφσ 

διπλαςιαςμοφσ και τριπλαςιαςμοφσ του γονιδίου, ποικίλλει θ θλικία εμφάνιςθσ και θ ςοβαρότθτα τθσ 

νόςου [82-84]. Σο 95% των περιπτϊςεων τθσ νόςου, βζβαια, ςχετίηεται με γεγονότα πολυμορφιςμοφ 

εντόσ του γονιδίου τθσ ASYN, με αποτζλεςμα τθν αυξθμζνθ παραγωγι ASYN [85].  

 
΢ωμάτια Lewy 

 
΢τουσ επιβιϊςαντεσ ντοπανιμεργικοφσ νευρϊνεσ τθσ μζλαινασ ουςίασ παρατθροφνται ενδοκυττάρια 

ζγκλειςτα, γνωςτά ωσ ςωμάτια Lewy (Lewy bodies), φαινόμενο αντίςτοιχο των πλακϊν του 

αμυλοειδοφσ. Σα ςωμάτια Lewy αποτελοφν τυπικό χαρακτθριςτικό τθσ PD, ζχουν διάμετρο 5-25 μm και 

αποτελοφνται από ζναν θωςινόφιλο πυρινα και μια διάφανθ περιφερειακι ηϊνθ. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1.2.2.2.1: Απεικόνιςθ ςωματίου Lewy ςτο κυτταρόπλαςμα νευρικοφ κυττάρου τθσ μζλαινασ 
ουςίασ του εγκεωάλου (http://neuropathology-web.org/chapter9/chapter9dPD.html) 

 
Ο πυρινασ αυτόσ ςχθματίηεται από ςυςςωματϊματα πρωτεϊνϊν με βαςικό δομικό ςυςτατικό τα 

ινίδια τθσ πρωτεΐνθσ ASYN [86]. Θ ASYN είναι προςυναπτικι πρωτεΐνθ που ςυνδζεται με κυςτίδια και θ 

λειτουργία τθσ ζχει ςυςχετιςτεί με τθ μάκθςθ, τθν ανάπτυξθ και τθν πλαςτικότθτα των νευρϊνων και τθ 

ρφκμιςθ ςφνκεςθσ τθσ DA [68, 87]. Θ ιδιομορφία των μζχρι τϊρα αποτελεςμάτων ςυνίςταται ςτο ότι, 

ενϊ ςτα ςωμάτια Lewy ανιχνεφονται ινίδια ASYN, ανιχνεφονται και κάποια άλλα ςυςτατικά όπωσ 

ουβικιτίνθ, νευροϊνιδιακζσ πρωτεΐνεσ του κυτταροςκελετοφ, το πρόδρομου αμυλοειδζσ μόριο (APP) και 

http://neuropathology-web.org/chapter9/chapter9dPD.html
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Αβ πεπτίδια [74, 75]. Είναι πολφ πικανόν οι αιτιολογικοί παράγοντεσ τθσ νόςου να πρζπει να 

αναηθτθκοφν ςτθ διαδικαςία μετατροπισ των πρωτοϊνιδίων ςε ινίδια, και όχι ςτα ινίδια κακ’ αυτά. 

 

1.2.2.2.1 H α- ςυνουκλεΐνθ (α- Synuclein- ASYN). 

 
Θ ανκρϊπινθ ASYN κωδικοποιείται από το γονίδιο SNCA και αποτελείται από 140 αμινοξζα [88]. 

Ανικει ςτθν οικογζνεια των ςυνουκλεϊνϊν που είναι αρκετά ςυντθρθμζνθ και περιλαμβάνει τθν α-, β-, 

γ- ςυνουκλεΐνθ, οι οποίεσ ζχουν παρόμοια δομι αλλά κωδικοποιοφνται από διαφορετικά γονίδια. Σα 3 

μζλθ τθσ οικογζνειασ των ςυνουκλεϊνϊν ζχουν 55- 62% ομολογία ςτθν αλλθλουχία τουσ [89]. Θ ASYN 

του εγκεφάλου αποτελεί το 1% όλων των πρωτεϊνϊν του κυτταροπλάςματοσ των νευρϊνων [90] και 

εντοπίηεται κυρίωσ ςτισ απολιξεισ των νευρϊνων ςτον εγκεφαλικό φλοιό, τον ιππόκαμπο, τθ μζλαινα 

ουςία [91] κακϊσ και ςε μικρότερο βακμό ςτα ερυκροκφτταρα, αιμοπετάλια και κφτταρα γλοίασ [92]. 

Όπωσ αναφζρκθκε και παραπάνω, θ ASYN είναι μια διαλυτι και μεμβρανο- ςυνδεόμενθ πρωτεΐνθ με 

τυχαία διαμόρφωςθ, θ οποία μεταςχθματίηεται ςταδιακά ςε ενδιάμεςα πρωτοϊνίδια. ΢τα πρωτοϊνίδια 

αυτά, παρατθροφνται αυξθμζνεσ β-πτυχωτζσ επιφάνειεσ, με αποτζλεςμα, τθν αλλαγι τθσ 

τεταρτοταγοφσ δομισ τθσ πρωτεΐνθσ [68, 87]. Ο ρόλοσ τθσ ASYN δεν είναι πλιρωσ κατανοθτόσ, ωςτόςο 

ζχει χαρακτθριςτεί ωσ πρωτεΐνθ των προςυναπτικϊν απολιξεων των νευρϊνων. Ζχει προτακεί ότι 

ςυμμετζχει ςτθ διατιρθςθ τθσ προμικειασ κυςτιδίων ςτα προςυναπτικά άκρα μζςω ςφνδεςισ τθσ ςτα 

κυςτίδια [93]. ΢υγκεκριμζνα ςυνδζεται ςε λιπιδικζσ μεμβράνεσ μζςω των αμινοτελικϊν επαναλιψεων 

τθσ. Επίςθσ, ζχει προτακεί πωσ ζχει τθν ικανότθτα να ρυκμίηει τισ διαδικαςίεσ μεταφοράσ των 

κυςτιδίων, διότι αναςτζλλει επιλεκτικά το ζνηυμο Φωςφολιπάςθ- D που βρίςκεται ςτθν πλαςματικι 

μεμβράνθ και πικανϊσ, ςυμμετζχει ςε μονοπάτια ςθματοδότθςθσ για τθ ρφκμιςθ του κυτταροςκελετοφ 

και τθσ ενδοκυττάρωςθσ [89]. Τπάρχουν ενδείξεισ πωσ θ ASYN ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ απελευκζρωςθσ 

και τθσ ομοιόςταςθσ του νευροδιαβιβαςτι DA εντόσ του κυτταροπλάςματοσ. Όμωσ, απενεργοποίθςθ 

του γονιδίου μζςω ομόλογου αναςυνδυαςμοφ δεν οδθγεί ςε ςοβαρό νευρολογικό φαινότυπο και άρα θ 

απϊλεια τθσ λειτουργίασ του γονιδίου τθσ ASYN δεν δίνει ςτοιχεία για το ρόλο τθσ ςτο νευροεκφυλιςμό. 

Παρ’ όλα αυτά, ςε μφεσ που δεν παράγεται ASYN παρατθρείται αφξθςθ ςτα επίπεδα τθσ DA που 

εκκρίνεται από το ραβδωτό ςϊμα. Βάςει των ςτοιχείων αυτϊν, προτείνεται ότι θ ASYN μπορεί να 

λειτουργεί ωσ αρνθτικόσ ρυκμιςτισ τθσ νευροδιαβίβαςθσ ςτο ραβδωτό ςϊμα, ακόμθ και τθσ 

βιοςφνκεςθσ τθσ DA, μζςω αλλθλεπίδραςθσ με τθν υδροξυλάςθ τθσ τυροςίνθσ και τθ μείωςθ τθσ 

ενεργότθτασ του ενηφμου [94]. Σζλοσ, διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτισ διαδικαςίεσ τθσ μάκθςθσ, τθσ 

ανάπτυξθσ και τθσ πλαςτικότθτασ των νευρϊνων [68].  
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΢ε υδατικό διάλυμα θ ASYN βρίςκεται ςε αποδιαταγμζνθ μορφι και για το λόγο αυτό κεωρείται 

τυπικό παράδειγμα εγγενϊσ μθ πτυχωμζνθσ πρωτεΐνθσ. ΢το κυτταρόπλαςμα κεωρείται ότι βρίςκεται ςε 

αποδιαταγμζνθ μορφι [92], αν και μπορεί να υφίςταται και ωσ τετραμερζσ [95]. Όταν θ πρωτεΐνθ δεν 

ολιγομερίηεται απουςιάηουν οι β- δομζσ [68], ενϊ κεωρείται ότι αποκτά δομι α- ζλικασ όταν ςυνδζεται 

με φωςφολιπιδικζσ επιφάνειεσ ι ςυνκετικζσ λιπιδικζσ μεμβράνεσ [96].  

Ελλείψεισ τόςο ςτο αμινοτελικό άκρο, όςο και ςτο καρβοξυτελικό άκρο, οδθγοφν ςε αφξθςθ τθσ 

ινιδιακισ μορφισ τθσ ASYN [97]. Σα αμινοξζα του καρβοξυτελικοφ άκρου αποτελοφν κζςεισ για τισ 

περιςςότερεσ μετα- μεταφραςτικζσ τροποποιιςεισ που επιδζχεται θ ASYN. Παρά το γεγονόσ ότι θ 

φωςφορυλίωςθ του καταλοίπου τθσ ςερίνθσ 129 δε ςυμμετζχει ςτον ολιγομεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ, 

αποτελεί όμωσ μία από τισ καλφτερα χαρακτθριςμζνεσ τροποποιιςεισ τθσ πακολογικισ ASYN [98]. 

 

Σο γονίδιο τθσ ASYN 

Σο γονίδιο τθσ ανκρϊπινθσ ASYN, όπωσ προαναφζρκθκε, εντοπίηεται ςτο χρωμόςωμα 4 ςτθν 4q21- 

q22 περιοχι [99]. Σο αμινοτελικό κωδικοποιείται από τα εξϊνια 3 και 4 του γονιδίου SNCA. Θ κεντρικι 

NAC περιοχι κωδικοποιείται από το εξϊνιο 5 και το καρβοξυτελικό όξινο άκρο κωδικοποιείται από τα 

εξϊνια 6 και 7 [100]. Σρεισ ιςομορφζσ τθσ ASYN παράγονται μζςω εναλλακτικισ ςυρραφισ: Θ πλιρουσ 

μικουσ (140 αμινοξζων), θ ASYN- 126 χωρίσ τα κατάλοιπα 41-54 λόγω απϊλειασ του εξωνίου 3 και θ 

ASYN- 112 από τθν οποία απουςιάηουν τα κατάλοιπα 103- 130 λόγω απϊλειασ του εξωνίου 5 [101]. 

Μεταλλαγζσ του γονιδίου εντοπίηονται ςε μερικζσ ςπάνιεσ περιπτϊςεισ τθσ οικογενοφσ μορφισ τθσ 

νόςου. Μζχρι ςτιγμισ, ζχουν χαρακτθριςτεί πζντε ςθμειακζσ μεταλλάξεισ A53T, A30P, E46K, H50Q, 

G51D. Κάποιεσ από αυτζσ επθρεάηουν τθ διαδικαςία τθσ ςυςςϊρευςθσ τθσ ASYN ςε ςυςςωματϊματα 

[102]. 
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Εικόνα 1.2.2.2.1: ΢χθματικι αναπαράςταςθ τθσ ανκρϊπινθσ ASYN, από το γονίδιο ςτθν πρωτεΐνθ 
 

Ζχει αναφερκεί ότι θ ςυςςϊρευςθ πρωτεϊνικϊν ςυςςωματωμάτων ενδοκυττάρια και εξωκυττάρια 

ςτον εγκζφαλο, είναι το κοινό χαρακτθριςτικό όλων των νευροεκφυλιςτικϊν μθχανιςμϊν. Σα 

ςυςςωματϊματα είναι ικανά να διαπερνοφν τισ κυτταρικζσ μεμβράνεσ ςυνειςφζροντασ ςτθ μετάδοςθ 

τθσ πακολογίασ των νευροεκφυλιςτικϊν μθχανιςμϊν. Σα ςυςςωματϊματα προκφπτουν είτε από 

λανκαςμζνθ πτφχωςθ τθσ νζο- ςυντικζμενθσ πρωτεΐνθσ, είτε από μετζπειτα τροποποίθςθ τθσ 

διαμόρφωςισ του. Οι πρωτεΐνεσ με λάκοσ ι ατελι πτφχωςθ, εκκζτουν ςτθν εξωτερικι επιφάνειά τουσ 

τισ πλευρικζσ υδρόφοβεσ αμινοξικζσ αλυςίδεσ, οι οποίεσ υπό φυςιολογικζσ ςυνκικεσ βρίςκονται ςτο 

εςωτερικό [103].Θ τροποποιθμζνθ αυτι διάταξθ ζχει ςαν αποτζλεςμα τθ ςυςςϊρευςθ τουσ ςε διμερι, 

τριμερι και ολιγομερι.  Οι δομζσ αυτζσ λειτουργοφν ωσ πόλοσ ζλξθσ άλλων μονομερϊν ςτα άκρα τουσ, 

καταλιγοντασ ςε δομζσ υψθλισ οργάνωςθσ, τα ολιγομερι και τα πρωτοϊνίδια και τζλοσ ςε ινίδια του 

αμυλοειδοφσ. Οι δομζσ αυτζσ μπορεί να γίνουν τοξικζσ. Θ πακολογία αυτι μπορεί να χαρακτθριςτεί και 

ωσ πακολογία Prion όταν υπάρχουν ιςχυρζσ διαμοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των δομικϊν 

μορίων, ςτθν περίπτωςθ που θ ςυςςωμάτωςθ είναι μθ αντιςτρεπτι, ςτθν περίπτωςθ που υπάρχει 

ιςχυρι αντίςταςθ ςτουσ κυτταρικοφσ μθχανιςμοφσ εξάλειψισ τθσ ι αν μεταδίδεται από κφτταρο ςε 
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κφτταρο, ςτρατολογϊντασ τα μονομερι ςε ςυςςωμάτωςθ [103]. Θ μετατροπι τθσ φυςιολογικισ ASYN 

ςτθν ινιδιακι μορφι τθσ, προχποκζτει αφξθςθ των β- δομϊν τθσ πρωτεΐνθσ και αλλαγζσ ςτθν 

τεταρτοταγι δομι τθσ [68]. Σα πρωτοϊνίδια είναι πλοφςια ςε β- δομζσ και μποροφν να υπάρξουν ςα 

ςφαιρικζσ δομζσ, επιμικεισ αλυςίδεσ ι μορφζσ που προςομοιάηουν ςε δαχτυλίδια. Θ διαφορά των 

πρωτοϊνιδίων από τα μονομερι και τα ινίδια, ζγκειται ςτο ότι μπορεί να ςχθματίηουν τοξικζσ δομζσ, 

ικανζσ να διαπεράςουν λιπιδικά κυςτίδια ι οργανίδια. Σο γεγονόσ αυτό, πικανόν να ςυμβάλλει ςτθν 

τοξικότθτα, μζςω λανκαςμζνθσ ανακατανομισ του περιεχομζνου των δομϊν αυτϊν.  Οι ολιγομερείσ 

μορφζσ τθσ ASYN είναι οι πλζον τοξικζσ μορφζσ και ευκφνονται ςε μεγάλο βακμό για τισ νευροτοξικζσ 

ςυνζπειεσ τθσ νόςου [104]. Είναι πικανό, οι τοξικζσ αυτζσ δομζσ να μθ δθμιουργοφνται μόνο μεταξφ 

των κυτταρικϊν ςωμάτων των νευρϊνων, αλλά και με τθ ςυμμετοχι των αξόνων, ςτουσ οποίουσ τα 

ςυςςωματϊματα είναι ικανά να μετακινοφνται από και προσ το ςϊμα [103].  

 

Μετάδοςθ τθσ νόςου 

Ό, τι αφορά τθ ςειρά μετάδοςθσ τθσ νόςου, ζχει προτακεί πωσ ςε πολφ ςφντομο χρονικό διάςτθμα 

από τθν εμφάνιςθ των ςυμπτωμάτων, επθρεάηονται οι οςφρθτικοί λοβοί του εγκεφάλου και το 

εγκεφαλικό ςτζλεχοσ. Θ πακολογία αργεί αρκετά χρόνια να μεταδοκεί ςτθ μζλαινα ουςία του 

μεςεγκεφάλου, με αποτζλεςμα τθν κακυςτζρθςθ εμφάνιςθσ κινθτικϊν ςυμπτωμάτων [105]. Επιπλζον, 

ςτθν τάςθ ολιγομεριςμοφ τθσ πρωτεΐνθσ, ςυμβάλλουν και μια ςειρά από μετα- μεταφραςτικζσ 

τροποποιιςεισ όπωσ νιτροηυλίωςθ, οξείδωςθ, γλυκοηυλίωςθ και φωςφορυλίωςθ [95]. Ζχει δειχκεί 

επίςθσ, ότι θ διάςπαςθ του καρβοξυτελικοφ άκρου τθσ ASYN αλλά και διάφοροι περιβαλλοντικοί 

παράγοντεσ όπωσ φπαρξθ βαρζων μετάλλων, επάγουν τθν τάςθ για ολιγομεριςμό και ςυςςωμάτωςθ 

τθσ ASYN [106]. Σζλοσ, ζχει προτακεί πωσ ςτθ δθμιουργία ολιγομερϊν μορφϊν ASYN ςυμβάλλει ο 

νευροδιαβιβαςτισ DA, κακϊσ ςτακεροποιεί τισ ολιγομερείσ μορφζσ ςτο ςτάδιο των τοξικϊν 

πρωτοϊνιδίων αποτρζποντασ τθ μετατροπι τουσ ςε ινίδια [107, 108]. 

΢υνεπϊσ, τα ςυμπτϊματα που εμφανίηονται ςτουσ αςκενείσ με PD μπορεί να οφείλονται ςτθ 

διαδικαςία μετατροπισ των πρωτοϊνιδίων ςε ινίδια ASYN και ωσ εκ τοφτου, τθν απϊλεια τθσ 

λειτουργίασ τθσ. 
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1.3 Θ αποκαρβοξυλάςθ τθσ L-DOPA (L- DOPA decarboxylase- DDC). 

 

Σο ζνηυμο L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ (DDC) (L-3,4 διυδροξυφαινυλαλανίνθ) ανακαλφφκθκε το 1938 

ςε εκχφλιςμα από νεφρό χοίρου. Αποτζλεςε το πρϊτο ζνηυμο που μελετικθκε ςτο βιοχθμικό μονοπάτι 

τθσ βιοςφνκεςθσ κατεχολαμινϊν ςτα κθλαςτικά. Ανικει ςτθν α-οικογζνεια των αμινοτρανςφεραςϊν, 

ςυγκεκριμζνα ςτθν υποομάδα II των α-αποκαρβοξυλαςϊν. Βρίςκεται ςε όλα τα αμινεργικά κφτταρα ςτα 

κεντρικά και περιφερειακά νευροδιαβιβαςτικά ςυςτιματα. Ζχει επίςθσ εντοπιςτεί ςε περιφερειακά 

όργανα όπωσ το ςυκϊτι, νεφρά και πάγκρεασ [109-111]. Όςον αφορά τθ ςθμαςία τθσ DDC ζχει 

προτακεί ότι θ αφξθςθ τθσ ενηυμικισ τθσ ενεργότθτασ που ζχει παρατθρθκεί ςε ςυγκεκριμζνουσ τφπουσ 

όγκων, ζχει οδθγιςει τουσ ερευνθτζσ να προτείνουν ότι το ζνηυμο κα μποροφςε να αντιπροςωπεφει 

ζνα μόριο ςτόχο για τθ δράςθ ενηυμικά ενεργοποιθμζνων κυτταροτοξικϊν παραγόντων. Γενικϊσ ζχει 

προτακεί ότι ςυμμετζχει ςτθν πακολογία νεοπλαςτικϊν, νευρολογικϊν και ψυχιατρικϊν αςκενειϊν 

[112]. Θ δράςθ του ενηφμου είναι ευρεία:  

1) Καταλφει τθ μετατροπι τθσ L-Dopa ςε DA   

2) Μετατρζπει τθν L-5-υδροξυτρυπτοφάνθ ςε ςεροτονίνθ 

3) Μετατρζπει άλλα αρωματικά αμινοξζα όπωσ θ p-τυροςίνθ, τρυπτοφάνθ και φαινυλαλανίνθ ςτισ 

αντίςτοιχεσ αρωματικζσ αμίνεσ τουσ.   

Θ DA και θ ςεροτονίνθ δρουν ωσ νευροδιαβιβαςτζσ και μποροφν να επθρεάςουν τθ διάκεςθ, 

τθν ψυχολογικι και φυςιολογικι ομοιόςταςθ και τον κινθτικό ςυντονιςμό. Αλλαγι ςτθ ςυγκζντρωςθ 

τθσ DA  αποτελεί τθν αιτία δθμιουργίασ νευροεκφυλιςτικϊν νόςων όπωσ θ νόςοσ PD [113].  

Θ διαδικαςία ςφνκεςθσ τθσ DA  που πραγματοποιείται ςτα νευρικά κφτταρα αποτελείται από 

δφο βαςικά βιματα με τθν L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ, να καταλφει το δεφτερο από αυτά: 

1. Θ  υδροξυλίωςθ του αμινοξζοσ τυροςίνθ ςε L-3,4-διυδροξυφαινυλαλανίνθ (L-DOPA) θ οποία 

καταλφεται από τθν υδροξυλάςθ τθσ τυροςίνθσ ι TH. Σο ζνηυμο χρθςιμοποιεί ωσ ςυμπαράγοντεσ το 

μοριακό οξυγόνο (O2), το ςίδθρο (Fe2+)  και τθν τετραχδροβιοπτερίνθ. Σο βιμα αυτό αποτελεί ζνα 

ςτάδιο περιοριςμοφ τθσ ταχφτθτασ τθσ αντίδραςθσ [114, 115].  

2. Θ  μετατροπι τθσ  L-3,4-διυδροξυφαινυλαλανίνθσ (L-DOPA) ςε DA. Θ αντίδραςθ αυτι 

καταλφεται από τθν L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ (L-DOPA decarboxylase ι DDC). Σο ζνηυμο 

χρθςιμοποιεί ωσ ςυμπαράγοντα τθν πυριδοξαλικι φωςφατάςθ (5-pyridoxal phosphate, PLP), τθν 
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ενεργι μορφι τθσ βιταμίνθσ B6 (Human Metabolome database Retrieved 17 February 2015 για τθν 

AADC).  

Θ βιοςφνκεςθ των κατεχολαμινϊν ολοκλθρϊνεται με δφο επιπλζον βιματα που οδθγοφν ςτθν 

παραγωγι επινεφρίνθσ και νορεπινεφρίνθσ και είναι : 

Λ.    Θ ςφνκεςθ νορεπινεφρίνθσ από DA: Θ αντίδραςθ πραγματοποιείται με υδροξυλίωςθ τθσ DA που 

καταλφεται από το ζνηυμο β-υδροξυλάςθ τθσ DA (DBH). Σο ζνηυμο χρθςιμοποιεί μοριακό οξυγόνο (Ο2) 

και αςκορβικό οξφ ωσ ςυμπαράγοντεσ. 

ΛΛ.  Θ ςφνκεςθ επινεφρίνθσ από νορεπινεφρίνθ: Θ αντίδραςθ πραγματοποιείται με μεταφορά μεκυλικισ 

ρίηασ από το ζνηυμο Ν-μεκυλοτρανςφεράςθ τθσ φαινυλαικανολαμίνθσ (PNMT). Σο ζνηυμο χρθςιμοποιεί 

S-αδενοςυλο -L-μεκειονίνθ ωσ ςυμπαράγοντα. 

 

 

Εικόνα 1.3.1 :Βιοχθμικό μοναπάτι βιοςφνκεςθσ κατεχολαμινϊν 
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Θ L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ ςυμμετζχει και ςε ζνα δεφτερο μονοπάτι βιοςφνκεςθσ, (DDC) το 

οποίο είναι το μονοπάτι βιοςφνκεςθσ ςεροτονίνθσ (5-υδροξυτρυπταμίνθ 5-HT). Σο ζνηυμο καταλφει τθν 

αντίδραςθ μετατροπισ τθσ L-5-υδροξυτρυπτοφάνθσ ςε ςεροτονίνθ. 

Θ μεταβολικι οδόσ περιλαμβάνει : 

1.Τδροξυλίωςθ τθσ τρυπτοφάνθσ ςε 5-υδροξυ-τρυπτοφάνθ από το ζνηυμο υδροξυλάςθ τθσ 

τρυπτοφάνθσ (TPH), χρθςιμοποιϊντασ ωσ ςυμπαράγοντα τθν τετραχδροβιοπτερίνθ. 

2. Αποκαρβοξυλίωςθ τθσ 5-υδροξυτρυπτοφάνθσ (5-HTP) ςε 5-υδροξυτρυπταμίνθ (5-HT) από το ζνηυμο 

L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ ( DDC). 

 

Εικόνα 1.3.2 :Βιοχθμικό μονοπάτι βιοςφνκεςθσ ςεροτονίνθσ 
 
Θ L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ ςυμμετζχει και ςε ζνα τρίτο μονοπάτι βιοςφνκεςθσ, το οποίο είναι θ 

παραγωγι αμινϊν από τα αρωματικά L-αμινοξζα φαινυλαλανίνθ, τυροςίνθ, τρυπτοφάνθ. Οι αμίνεσ που 

παράγονται ζχει προτακεί ότι ςυμμετζχουν ςτθ ρφκμιςθ τθσ νευροδιαβιβαςτικισ λειτουργίασ ςτο 
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κεντρικό νευρικό ςφςτθμα (ΚΝ΢).  Για τουσ λόγουσ αυτοφσ ζχει προτακεί θ ονομαςία του ενηφμου ωσ 

Aποκαρβοξυλάςθ Aρωματικϊν L-Aμινοξζων (Aromatic L-Amino acid Decarboxylase ι ΑAADC) [113]. 

1.3.1 Θ Δομι τθσ DDC. 

 
Θ   L-DOPA αποκαρβοξυλάςθ (DDC) απομονϊκθκε πρϊτθ φορά από νεφρό χοίρου [116] και ςτθ 

ςυνζχεια από ιπαρ [117], φαιοχρωμοκφττωμα[117] και νεφρό αρουραίου [118], από εγκζφαλο [119], 

μυελό επινεφριδίων [120], νεφρό [121] και ραβδωτι μοίρα εγκεφάλου βοόσ [122], ανκρϊπινο 

φαιοχρωμοκφττωμα [123]. Αρχικά, το ζνηυμο είχε χαρακτθριςτεί ωσ ετεροδιμερζσ μόριο ωςτόςο, με 

μεταγενζςτερεσ μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν ςτα ζντομα Drosophila  melanogaster[124] και 

Ceratitis capitata [121] αποδείχκθκε ότι το ζνηυμο είναι ομοδιμερζσ και αποτελείται από δφο 

υπομονάδεσ με μοριακι μάηα 54.000 Da και 48.000 Da αντίςτοιχα. Θ μοριακι μάηα του ενηφμου που 

απομονϊκθκε από ανκρϊπινο φαιοχρωμοκφττωμα [123, 125] και νεφρό [121] προςδιορίςτθκε γφρω 

ςτα 50.000 Da, με θλεκτροφόρθςθ ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ. ΢ιμερα κεωρείται ότι αποτελεί ζνα 

ομοδιμερζσ με μοριακι μάηα υπομονάδασ 50.000-55.000 Da κάτι που επιβεβαιϊνεται και από 

κρυςταλλογραφικζσ μελζτεσ ςτθν αναςυνδυαςμζνθ ενηυμικι πρωτεΐνθ [126]. Σο ομοδιμερζσ ζνηυμο 

ζχει τθν τυπικι δομι τθσ α-οικογζνειασ των πυριδοξαλικϊν 5’φωςφορικϊν (PLP)-εξαρτϊμενων 

ενηφμων. Κάκε υπομονάδα διακρίνεται από τρεισ περιοχζσ  και ςε κάκε μία προςδζνεται ζνα PLP μόριο 

[119, 121, 123, 127]. 

Πρωτοταγισ δομι: Θ αμινοξικι αλλθλουχία τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ τθσ πρωτεΐνθσ 

αναφζρεται ωσ πρωτοταγισ δομι. Κάκε πολυπεπτιδικι αλυςίδα τθσ L-DOPA αποκαρβοξυλάςθσ 

ςυντίκεται από 486 αμινοξζα, με αποτζλεςμα τθν απόκτθςθ τριτοταγοφσ δομισ. Θ ολοκλθρωμζνθ 

αμινοξικι αλλθλουχία κακορίςτθκε το  1991 με πεπτιδικι ανάλυςθ, αυξάνοντασ τθν κατανόθςθ για τθ 

δομι και τθ λειτουργία του ενηφμου [127]. Δευτεροταγισ δομι: Θ δόμθςθ δευτεροταγϊν δομικϊν 

ςτοιχείων όπωσ α-ζλικεσ και β-πτυχωτζσ επιφάνειεσ προκφπτουν λόγω ανάπτυξθσ υδροφοβικότθτασ 

κακϊσ και λόγω τθσ ανάγκθσ ουδετεροποίθςθσ των βαςικϊν πολικϊν ομάδων τθσ κάκε πολυπεπτιδικισ 

αλυςίδασ μζςω του ςχθματιςμοφ δεςμϊν υδρογόνου. Κάκε πολυπεπτιδικι αλυςίδα τθσ DOPA 

αποκαρβοξυλάςθσ ςυντίκεται από εφτά κλϊνουσ β-πτυχωτισ επιφάνειασ, μιασ τετράκλωνθσ 

αντιπαράλλθλθσ β- πτυχωτισ επιφάνειασ, πολλαπλζσ α-ζλικεσ και άλλα δευτεροταγι δομικά ςτοιχεία 

όπωσ κθλειζσ και  εκτεταμζνουσ κλϊνουσ. Άλλθ κοινι δευτεροταγισ δομι είναι θ β-ςτροφι  ι 

αντίςτροφθ ςτροφι [128]. Σριτοταγισ δομι: ΢το επίπεδο αυτό θ πολυπεπτιδικι αλυςίδα αποκτά 

τριςδιάςτατθ δομι ςτο χϊρο. Οι βαςικζσ μονάδεσ που απαρτίηουν τθν τριτοταγι δομι ονομάηονται 

περιοχζσ. Κάκε ζνα από τα δφο μονομερι τθσ L-DOPA αποκαρβοξυλάςθσ απαρτίηεται από τρεισ 
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διακριτζσ περιοχζσ. Θ μεγάλθ περιοχι περιλαμβάνει το κζντρο πρόςδεςθσ του ςυμπαράγοντα PLP και 

αποτελείται από β-πτυχωτι επιφάνεια 7 κλϊνων που περιβάλλεται από οκτϊ α-ζλικεσ με αποτζλεςμα 

τθ δομι α/β πτφχωςθσ. Θ μικρι καρβοξυτελικι περιοχι (C-τελικι) αποτελείται από τζςςερισ κλϊνουσ 

αντιπαράλλθλων β-πτυχωτϊν δομϊν με τρεισ α-ζλικεσ αντιδιαμετρικά τθσ μεγάλθσ περιοχισ. Οι 

προαναφερκζντεσ περιοχζσ είναι κοινζσ ςε όλα τα μζλθ τθσ οικογζνειασ των PLP-εξαρτϊμενων ενηφμων. 

Αντικζτωσ, θ αμινοτελικι περιοχι (Ν-τελικι) είναι μοναδικι για τθν DOPA αποκαρβοξυλάςθ (Κατάλοιπα 

1-85). Αποτελείται από δφο παράλλθλεσ α-ζλικεσ ςυνδεόμενεσ από ζναν εκτεταμζνο κλϊνο. Αυτι θ 

δομι ακουμπά ςτθν κορυφι τθσ δεφτερθσ υπομονάδασ και είναι αντιπαράλλθλθ με τθν αντίςτοιχθ 

ζλικα τθσ. Επίςθσ, κατάλοιπα (75-77 και 433-435) τθσ αμινοτελικισ περιοχισ κακϊσ και τθσ μικρισ 

περιοχισ δομοφν μία μικρι δίκλωνθ β-πτυχωτι περιοχι [126]. Σεταρτοταγισ δομι: Τπάρχουν μόνο 

οριςμζνεσ ενδείξεισ για τθν τεταρτοταγι δομι του ενηφμου. Σο επίπεδο τθσ δομισ αυτισ υφίςταται 

μόνο ςε ςφμπλοκα πολλϊν υπομονάδων. Θ DDC ζχει το ενεργό τθσ κζντρο τοποκετθμζνο κοντά ςτο 

ςθμείο αλλθλεπίδραςθσ των δφο μονομερϊν. Εφόςον θ N-τελικι περιοχι του ενόσ μονομεροφσ 

βρίςκεται πάνω ςτο άλλο μονομερζσ ςχθματίηεται μια εκτεταμζνθ διεπαφι. Σο επίπεδο τεταρτοταγοφσ 

δομισ είναι περιςςότερο ςτακερό μόνο ςτθ διμερι μορφι του ενηφμου [129]. 

΢τισ κρυςταλλικζσ δομζσ τθσ DDC, μια μικρι περιοχι 11 αμινοξζων (κατάλοιπα 328−339) είναι 

μθ εντοπίςιμθ ςτο χάρτθ θλεκτρονιακισ πυκνότθτασ. Θ περιοχι που περιλαμβάνει τα κατάλοιπα 327–

354 και 328–339 λείπει τόςο ςτθν ανκρϊπινθ ιςομορφι όςο και ςτθν ολομορφι του χοίρου. Σο γεγονόσ 

αυτό υποδθλϊνει τθν παρουςία μιασ ευζλικτθσ κθλειάσ. Θ κθλειά περιζχει ζνα ςθμαντικό ςυντθρθμζνο 

κατάλοιπο τθν Tyr-332 [126], θ οποία πικανόν ςχετίηεται με τθν ευαιςκθςία ςε πρωτεάςεσ [130].  

Θ αναςυνδυαςμζνθ μορφι τθσ DDC από τθν οποία λείπει θ ςυγκεκριμζνθ κθλειά, ζχει δειχκεί 

ότι είναι καταλυτικά ανενεργι. Ζχει βρεκεί ότι αυτά τα κατάλοιπα είναι επιρρεπι ςτθν αποικοδόμθςι 

τουσ από πρωτεάςεσ όταν θ DDC δεν αλλθλεπιδρά με τον προςδζτθ, ενϊ δεν αποικοδομοφνται όταν 

δθμιουργείται το ςφμπλοκο αναςτολισ με L-DOPA μεκυλεςτζρα [131]. Θ κθλειά είναι τοποκετθμζνθ 

ςτθν διεπαφι των δφο μονομερϊν και πικανόν επεκτείνεται προσ το ενεργό κζντρο του άλλου 

μονομεροφσ ςε κλειςτι διαμόρφωςθ. ΢ε αυτι τθ διαμόρφωςθ κα μποροφςε να πάρει μζροσ ςτον 

καταλυτικό μθχανιςμό μζςω καταλοίπων τθσ τα οποία είναι υψθλά ςυντθρθμζνα όπωσ τα Tyr 332, Lys ι 

Arg 334 ςτισ περιςςότερεσ PLP-εξαρτϊμενεσ αποκαρβοξυλάςεσ, που βρίςκονται ςτθ μζςθ τθσ κθλειάσ 

και ςε κλειςτι διαμόρφωςθ προςεγγίηουν το ενεργό κζντρο. Κατά τθ διάρκεια τθσ κατάλυςθσ αυτι θ 

κθλειά αναμζνεται να υιοκετιςει μια λιγότερο ευαίςκθτθ ςε πρωτεάςεσ διαμόρφωςθ. Ζχει βρεκεί ότι 

θ υποκατάςταςθ του καταλοίπου Tyr 332 οδθγεί ςε καταλυτικά ανενεργό ζνηυμο [132]. Αυτό το 

γεγονόσ, υποδεικνφει τθ ςθμαςία του ςυγκεκριμζνου καταλοίπου ςτθν καταλυτικι ενεργότθτα τθσ DDC. 
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΢τθν ολομορφι του ενηφμου, το ενεργό κζντρο είναι κρυμμζνο ςτο κεντρικό κομμάτι του διμεροφσ 

[133]. Μζςω μελετϊν κρυςταλλογραφίασ του ολοενηφμου και αποενηφμου με ακτίνεσ Χ, ζγινε ςφγκριςθ 

του ανκρϊπινου αποενηφμου με το πιο κοντινό ορκόλογο ολοζνηυμο από νεφροφσ χοίρου (89% 

ομοιότθτα αλλθλουχίασ). Βρζκθκε πωσ θ διαμόρφωςθ του αποενηφμου είναι εντελϊσ ανοιχτι με τισ 

δφο μεγάλεσ υπομονάδεσ να μετακινοφνται μζχρι τα 20 Å ςε ςχζςθ με το ολοζνηυμο. Αυτι θ ανοιχτι 

διαμόρφωςθ επιτυγχάνεται μζςω τεταρτοταγοφσ αναδιάταξθσ του διμεροφσ. Θ επιφάνεια του διμεροφσ 

τθσ ανοιχτισ διαμόρφωςθσ περιλαμβάνει μόνο τισ ζλικεσ τθσ Ν-περιοχισ. Επίςθσ ζχει δειχκεί, ότι το 

αποζνηυμο αποικοδομείται πιο γριγορα από το ολοζνηυμο ςε εγκεφαλικά κφτταρα αρουραίου [134]. 

Πράγματι, θ αποικοδόμθςθ για τθν από- DDC πραγματοποιείται από το ςφςτθμα ουβικιτίνθσ- 

πρωτεαςϊματοσ (UPS) [135]. ΢υγκεκριμζνα, λιγάςεσ τθσ ουβικιτίνθσ αναγνωρίηουν τισ αποδομθμζνεσ 

ηϊνεσ τθσ πρωτεΐνθσ ςτόχου ι και νζο-εκτεκειμζνεσ επιφάνειεσ. Θ ανοιχτι διαμόρφωςθ τθσ 

ανκρϊπινθσ απομορφισ DDC, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ εκτεκειμζνθσ επιφάνειασ ςτο 

διαλυτικό μζςο, τθν ζκκεςθ του ενεργοφ κζντρου, κακϊσ και ζνα μεγάλο μζροσ τθσ επιφάνειασ του 

διμεροφσ. Επίςθσ, τρεισ ςθμαντικζσ κθλειζσ αποςτακεροποιοφνται και ο όγκοσ και το ςχιμα του 

ενηφμου αλλάηουν. 

1.3.2 Παράγοντεσ που ρυκμίηουν τθν ενεργότθτασ τθσ DDC. 

 

Θ βιοχθμεία του ενηφμου DDC και θ καταλυτικι ενεργότθτα του βαςίηεται ςτα χαρακτθριςτικά του 

ςυνενηφμου του 5-φωςφορικι πυριδοξάλθ (PLP). Ο ςυμπαράγοντασ είναι ικανόσ να ςυμμετζχει ςε 

ποικίλεσ αντιδράςεισ εκτόσ τθσ αποκαρβοξυλίωςθσ, όπωσ θ οξειδωτικι απαμίνωςθ, τρανςαμίνωςθ και 

κυκλοποίθςθ. Θ ανάλυςθ τθσ δομισ του ενηφμου δείχνει ότι ζχει μια διμερι διάταξθ και ςε ςυνδυαςμό 

με μελζτεσ τθσ κινθτικισ του ενηφμου, παρζχει τθ μοριακι βάςθ για τθν αναγνϊριςθ των καταλοίπων 

που ςυμμετζχουν ςε κάκε καταλυτικι ενεργότθτα. Ζχει καταβλθκεί μεγάλθ προςπάκεια για το 

ςχεδιαςμό αποτελεςματικϊν και ειδικϊν αναςτολζων επί προςκικθ αυτϊν που ιδθ χρθςιμοποιοφνται 

για κεραπεία που δεν ζχουν υψθλι εξειδίκευςθ και είναι υπεφκυνοι για παρενζργειεσ που προκφπτουν 

από τθν ζλλειψθ του ενηφμου [113].  

Σο ενεργό κζντρο τθσ DDC είναι τοποκετθμζνο ςε μια ςχιςμι ςτθ διεπαφι μεταξφ των δφο 

υπομονάδων του διμεροφσ όπωσ ςυμβαίνει ςε όλα τα PLP-εξαρτϊμενα ζνηυμα τθσ οικογζνειασ 

αςπαρτικϊν αμινοτρανςφεραςϊν. Αυτό ςυντίκεται κυρίωσ από κατάλοιπα του ενόσ από τα δφο 

μονομερι αλλά για τθ ςφνδεςθ του ςυμπαράγοντα ςυμμετζχουν κατάλοιπα και από τισ δφο περιοχζσ  

και των δφο υπομονάδων εφόςον το ενεργό κζντρο βρίςκεται ςτθ διεπαφι τουσ. Σο ενεργό κζντρο 
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ςυντίκεται από πολλά κατάλοιπα κλειδιά. Θ οργάνωςθ τθσ ςχιςμισ πρόςδεςθσ του PLP γίνεται από 

κάποια ςθμαντικά ςυντθρθμζνα κατάλοιπα. Θ αμινομάδα του καταλοίπου λυςίνθσ, Lys-303 ςυνδζεται 

ομοιοπολικά με τθ φορμυλομάδα του PLP απουςία του υποςτρϊματοσ και ςχθματίηει τθ βάςθ του 

Schiff. Σο κατάλοιπο αςπαραγίνθσ, Asp-271 δθμιουργεί γζφυρα άλατοσ με τθν το PLP για μεγαλφτερθ 

ςτακεροποίθςθ του ενδιάμεςου ςυμπλόκου [136]. Ουςιαςτικά θ γζφυρα άλατοσ ςυνδυάηει δεςμοφσ 

υδρογόνου και θλεκτροςτατικι αλλθλεπίδραςθ (μθ-ομοιοπολικζσ αλλθλεπιδράςεισ). Δφο μόρια PLP 

προςδζνονται ανά ομοδιμερζσ ζνηυμο. Σο PLP ςυνδζεται περιςςότερο ςτακερά ςτθν πρωτεΐνθ μζςω 

ενόσ εκτεταμζνου δικτφου δεςμϊν υδρογόνου [129]. Σο κατάλοιπο τθσ ιςτιδίνθσ, His-192 αποτελεί μια 

πυριδίνθ που αλλθλεπιδρά με τον αρωματικό δακτφλιο του PLP. Ζνα επιπλζον δίκτυο καταλοίπων : Ser-

147, Ser-149, Asn-300, His-302 και Phe-309, ςυνειςφζρει ςτθν αλλθλεπίδραςθ με δεςμοφσ υδρογόνου 

με το PLP και ςτακεροποιεί τθ φωςφορικι του ομάδα. Επιπλζον, τα κατάλοιπα Ile-1010 και Phe-1030 

τθσ γειτονικισ υπομονάδασ όπωσ και τα Trp-71, Tyr-79, Phe-80, Thr-82 εμπλζκονται ςτθν πρόςδεςθ του 

υποςτρϊματοσ αλλά και ςτθ ςτακεροποίθςθ του ςυμπαράγοντα. Σζλοσ, το κατάλοιπο Thr-246, 

προτείνεται ότι ςυμμετζχει ςτον καταλυτικό μθχανιςμό [136].  

Διάφορεσ μελζτεσ υποδεικνφουν ότι θ ενηυμικι ενεργότθτα τθσ DDC που ζχει απομονωκεί από 

ανκρϊπινο νεφρικό ιςτό και από ραβδωτό εγκεφάλου βοόσ αναςτζλλεται παρουςία ςυγκεκριμζνων 

ιόντων Cu2+, Zn2+, Hg2+ (141). Σα ίδια κατιόντα δεν επθρεάηουν τθν ενεργότθτα του ενηφμου που 

απομονϊνεται από τισ ωοκικεσ του εντόμου Aedes aegypti και από τθ λευκι νφμφθ του εντόμου 

Ceratitis capitata. Σα ιόντα αςβεςτίου (Ca+2) φαίνεται ότι επθρεάηουν το μθχανιςμό ρφκμιςθσ τθσ 

ενεργότθτασ τθσ DDC. Τψθλά επίπεδα αςβεςτίου αυξάνουν τθν ενεργότθτα τθσ DDC. Αντικζτωσ, χαμθλά 

επίπεδα αςβεςτίου ι απουςία αςβεςτίου δεν ζχουν καμία επίδραςθ ςτθν ενεργότθτα τθσ DDC [121]. 

Όπωσ υποςτθρίηεται από πολλζσ βιβλιογραφικζσ μελζτεσ, το ζνηυμο παρουςιάηει βζλτιςτθ 

ενεργότθτα ςε εφροσ pH από 6.0 ζωσ 8.2 και το pH  φαίνεται πωσ επθρεάηει τθν ενηυμικι ενεργότθτα 

[137-139]. 

Θ DDC αναςτζλλεται από πολλοφσ παράγοντεσ. Κάποιεσ από αυτζσ είναι θ carbidopa, θ οποία 

χορθγείται παράλλθλα με τθν L-DOPA ωσ κεραπευτικό μζςο τθσ νόςου PD, το L-3-(3,4 διυδροξυφαινυλ)-

2-υδραηιν-μεκυλπροπιονικό οξφ (α-MDH) που είναι ςυναγωνιςτικόσ αναςτολζασ του ενηφμου, θ 3-

υδροξυ-βενηυλυδραηίνθ (NSD-1015) [140] και  θ α-μονο-φλουορο-μεκυλ- Dopa (MFMD) [141]. Επίςθσ, 

μελζτεσ ζχουν δείξει ότι οι πολυφαινόλεσ, που περιζχει το πράςινο τςάι, αναςτζλλουν μθ αντιςτρεπτά 

τθν ενεργότθτα τθσ DDC [142]. Σζλοσ, θ ουςία βενςεραηίδθ διαπερνά τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και 

αναςτζλλει τθν ενεργότθτα τθσ DDC ςτο ραβδωτό ςϊμα εγκεφάλου αρουραίου [143], ενϊ θ α-μεκυλ-

Dopa (AMD) απενεργοποιεί το ζνηυμο [144].  
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1.3.3 Tο γονίδιο τθσ DDC. 

 

Θ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία του γονιδίου τθσ DDC τθσ Drosophila διατυπϊκθκε το 1986 [145]. Θ 

δθμιουργία cDNA κλϊνων τθσ DDC πραγματοποιικθκε πρωταρχικά από επινεφρίδιο βοόσ [120] και 

μεταγενζςτερα απομονϊκθκαν cDNA κλϊνοι χρθςιμοποιϊντασ ιςτό από ανκρϊπινο 

φαιοχρωμοκφττωμα, νεφρό, φαιοχρωμοκφττωμα και ιπαρ αρουραίου, μυελό επινεφριδίων βοόσ και 

ανκρϊπινο πλακοφντα. Μζςω ςφγκριςθσ των αλλθλουχιϊν αυτϊν των κλϊνων αποδείχκθκε ότι οι 

αλλθλουχίεσ τθσ DDC είναι υψθλά ςυντθρθμζνεσ ανάμεςα ςτα είδθ. Θ πλιρθσ νουκλεοτιδικι 

αλλθλουχία του γονιδίου τθσ ανκρϊπινθσ DDC βρζκθκε χρθςιμοποιϊντασ κφτταρα νευρικισ και μθ 

νευρικισ  προζλευςθσ  όπωσ φαιοχρωματικά, θπατικά, πλακουντικά, περιφερειακά λευκοκφτταρα [146-

150], αλλά και από άλλεσ κυτταρικζσ ςειρζσ  όπωσ U937 μακροφάγα [151] SH-SY5Y κυτταρικι ςειρά 

νευροβλαςτϊματοσ, HTB-14 και HeLa κυτταρικζσ ςειρζσ [152]. Τψθλι ςυντιρθςθ μεταξφ των ειδϊν 

παρατθρείται και όςον αφορά τθν αμινοξικι αλλθλουχία τθσ DDC. Λδιαίτερθσ ςθμαςίασ αποτελεί το 

γεγονόσ ότι θ αλλθλουχία NFNPHKW που αντιςτοιχεί ςτθ κζςθ δζςμευςθσ τθσ 5-φωςφορικισ 

πυριδοξάλθσ, είναι ίδια ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ [153]. 

 Σο γονίδιο τθσ DDC ζχει εντοπιςτεί με πειράματα υβριδοποίθςθσ ςτο χρωμόςωμα 7 

ςυγκεκριμζνα ςτθ ηϊνθ p12.1-12.3 [154]. Με αντίςτοιχα πειράματα υβριδοποίθςθσ οι Scherer και οι 

ςυνεργάτεσ είχαν εντοπίςει το γονίδιο ςτο χρωμόςωμα 7, ςτθ κζςθ p11 [150]. Ζνα μόνο γονίδιο 

κωδικοποιεί τθν DDC που υπάρχει ςε ζνα μόνο αντίγραφο ςτο απλοειδζσ γονιδίωμα [147] και το 

μζγεκόσ του είναι 85kb. Σο ανκρϊπινο γονίδιο τθσ DDC αποτελείται από 15 εξϊνια των οποίων το 

μζγεκοσ κυμαίνεται μεταξφ 20 bp και 400 bp και 14 ιντρόνια των οποίων το μζγεκοσ κυμαίνεται μεταξφ 

927 και 24077 bp [147, 155]. ΢θμειϊνεται ότι το εξϊνιο 1 ανικει ςτθν 5-αμετάφραςτθ περιοχι του 

γονιδίου και δεν οδθγεί ςε κωδικοποίθςθ αμινοξζων. Θ μεταγραφι του γονιδίου είχε προτακεί ότι 

ξεκινάει ςτθ κζςθ  -111 με τθν αρίκμθςθ +1 να αποδίδεται ςτθν αδενίνθ του κωδικονίου ζναρξθσ ATG 

[147]. ΢τθ ςυνζχεια όμωσ θ παρατιρθςθ αυτι αμφιςβθτικθκε κακϊσ το ςθμείο ζναρξθσ τθσ 

μεταγραφισ εντοπίςτθκε 13-23 bp downstream του γονιδίου [148].  

 Θ ςφγκριςθ των cDNA ςε θπάτωμα και φαιοχρωμοκφττωμα παρουςίαηε διαφορζσ ςτισ 3’ και 5’ 

αμετάφραςτεσ περιοχζσ παρόλο που οι κωδικοποιοφςεσ πρωτεΐνεσ ιταν ταυτόςθμεσ. Αργότερα, όταν 

απομονϊκθκε το cDNA από ανκρϊπινο ιπαρ διαπιςτϊκθκε πωσ θ αλλθλουχία του ιταν ταυτόςθμθ με 

τθν αντίςτοιχθ αλλθλουχία του φαιοχρωμοκυττϊματοσ με τθ μόνθ διαφορά ςτο μεγαλφτερο τμιμα τθσ  

5’ αμετάφραςτθσ περιοχισ (5’-UTR).  Ζνα μόνο γονίδιο κωδικοποιεί τθν DDC τόςο ςτο νευρικό όςο και 

ςτο μθ νευρικό ιςτό, ωςτόςο ζχει αποδειχκεί ότι υπάρχει ζνασ μθχανιςμόσ ιςτοειδικισ ζκφραςθσ 
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ανάλογα με τον ιςτό που εκφράηεται το γονίδιο, ο οποίοσ ελζγχεται από δφο διακριτοφσ υποκινθτζσ και 

περιλαμβάνει γεγονότα εναλλακτικισ ςυρραφισ ςτθν 5-αμετάφραςτθ περιοχι (5’-UTR) του mRNA τθσ 

DDC. Με άλλα λόγια, τα δφο εναλλακτικά DDC μετάγραφα μοιράηονται παρόμοιεσ κωδικζσ περιοχζσ και 

ζχει διατυπωκεί ότι θ παραγωγι τουσ είναι γεγονόσ εναλλακτικοφ ματίςματοσ και χριςθσ εναλλακτικοφ 

υποκινθτι [148, 156]. Σο μετάγραφο νευρικοφ τφπου περιλαμβάνει το εξϊνιο N1 (83 bps) που βρίςκεται 

καταρροϊκά του νευρικοφ υποκινθτι, τοποκετείται 17.8 kbs αναρροϊκά του δεφτερου εξωνίου. Σο mRNA 

του μθ νευρικοφ τφπου φζρει το εξϊνιο L1 (200 bps), τοποκετείται καταρροϊκά του μθ νευρικοφ 

υποκινθτι και 4.2 kbs αναρροϊκά του εξωνίου N1. Σο δεφτερο εξϊνιο περιζχει το ςθμείο ζναρξθσ τθσ 

μετάφραςθσ και τοποκετείται καταρροϊκά του μθ νευρικοφ εξωνίου (L1)  κατά 22 kbs. Θ κζςθ ζναρξθσ 

τθσ μεταγραφισ για το εξϊνιο μθ νευρικοφ τφπου προςδιορίςτθκε ςτθ G τθσ κζςθσ -228 [148]. 

 Όςον αφορά το νευρωνικό υποκινθτι τθσ DDC αναγνωρίηονται αρκετζσ αλλθλουχίεσ από τισ 

HNF και τισ POU οικογζνειεσ πρωτεϊνϊν. Επίςθσ, εφόςον το γονίδιο τθσ  DDC τοποκετείται κοντά ςτθν 

ομάδα εντυπωμζνων γονιδίων, θ ζκφραςι του μπορεί να κεωρθκεί ότι ελζγχεται αυςτθρά από 

επιγενετικζσ ρυκμίςεισ [157]. 

 Αρχικά, κυριαρχοφςε θ πεποίκθςθ ότι θ δθμιουργία και των δφο εναλλακτικϊν μεταγράφων ςε 

ζνα είδοσ ιςτοφ, είναι γεγονότα που αλλθλοαποκλείονται λόγω εναλλακτικισ ςυρραφισ και χριςθ 

διαφορετικοφ υποκινθτι. Ωςτόςο, αυτό το πρότυπο ιςτοειδικότθτασ ζχει καταρριφκεί κακϊσ υπάρχουν 

δεδομζνα που αποδεικνφουν τθ ςυνφπαρξθ των δφο ιςομορφϊν (νευρικισ και μθ νευρικισ φφςθσ) ςτο 

νεφρό και ςτον πλακοφντα όπωσ και ςτα περιφερικά ανκρϊπινα λευκοκφτταρα [146, 148, 152, 158, 

159]. 

 

1.3.3.1 Θ Ρφκμιςθ τθσ Ζκφραςθσ του Ανκρϊπινου Γονιδίου τθσ DDC ςε Μεταγραφικό και Μετα- 
μεταγραφικό Επίπεδο. 

 
Ζνα γεγονόσ εναλλακτικοφ ματίςματοσ ζχει περιγραφεί μεταξφ τθσ κωδικισ περιοχισ του mRNA 

τθσ DDC. Σο γεγονόσ αυτό οδθγεί ςτθ δθμιουργία δφο μεταγράφων. Σο πρϊτο μετάγραφο αποτελείται 

από ολόκλθρθ τθν αλλθλουχία κωδικισ περιοχισ του mRNA, ενϊ το δεφτερο αποτελεί ζνα μικρότερο 

μετάγραφο από το οποίο απουςιάηει λόγω ςυρραφισ το εξϊνιο 3 [160]. Σο ολόκλθρο μετάγραφο 

κωδικοποιεί τθν ιςομορφι που ςυμβολίηεται ωσ DDC480 και θ οποία ζχει ενηυμικι ενεργότθτα ωσ προσ 

τθν αποκαρβοξυλίωςθ τθσ L-Dopa και τθσ 5-Τδροξυτρυπτοφάνθσ (5-HTP), ενϊ το μικρότερο μετάγραφο 

κωδικοποιεί τθν ιςομορφι DDC442 που δεν παρουςιάηει ενηυμικι ενεργότθτα. Ο αρικμόσ που 

αναγράφεται δίπλα από κάκε ιςομορφι αναφζρεται ςτον αρικμό των αμινοξζων του ενηφμου. 
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Οι ιςομορφζσ DDC442, DDC480 εκφράηονται ευρφτατα με τθν DDC442 να αποτελεί τθν κφρια 

μορφι ςε πολλοφσ νευρικοφσ και μθ νευρικοφσ ιςτοφσ χωρίσ όμωσ να είναι γνωςτόσ ο ρόλοσ τθσ. Σο 

ςυγκεκριμζνο ζνηυμο, κεωρικθκε ότι δεν παρουςιάηει ενηυμικι ενεργότθτα, πικανόν λόγω 

διαφορετικισ εξειδίκευςθσ τθσ ιςομορφισ με το υπόςτρωμα ι το ςυμπαράγοντα. Σο γεγονόσ αυτό, ζχει 

αμφιςβθτθκεί από δεδομζνα που ζχουν δείξει ότι το μετάγραφο νευρικοφ τφπου από το οποίο 

απουςιάηει το εξϊνιο 3 εκφράηεται ςτθν κυτταρικι ςειρά μακροφαγικισ προζλευςθσ U937 και ζχει 

ανιχνευτεί θ ενεργότθτα του ενηφμου που υπολογίηεται ςτα 4,2 mUnits/mg [151]. Επίςθσ, το 

ςυγκεκριμζνο μετάγραφο ζχει ανιχνευτεί ςτα ανκρϊπινα Σ-λεμφοκφτταρα και ο ρόλοσ του προτείνεται 

ότι αφορά τθ ρφκμιςθ τθσ ανοςοβιολογικισ απόκριςθσ [159].  

Θ παρουςία του εξωνίου 3 προτείνεται πωσ ζχει μεγάλθ ςθμαςία είτε ςτθν αναγνϊριςθ του 

υποςτρϊματοσ είτε ςτθ δόμθςθ τριςδιάςτατθσ δομισ για τθν πρόςδεςθ τθσ L-DOPA ι τθσ  5-

υδροξυτρυπτοφάνθσ , κακϊσ  θ AADC442 δεν ζχει τθν ικανότθτα να καταλφει τθ μετατροπι τουσ  ςε 

αντίκεςθ με τθν AADC480. Θ AADC442 ωςτόςο ζχει προτακεί ότι μπορεί να καταλφει τθν 

αποκαρβοξυλίωςθ τθσ φαινυλαλανίνθσ, m-τυροςίνθσ, p-τυροςίνθσ με μεγαλφτερθ ςυγγζνεια απ’ ότι θ 

DDC480. Σο εξϊνιο 3 ζχει βρεκεί ότι είναι το πιο ςυντθρθμζνο μεταξφ των ειδϊν και για το λόγο αυτό 

κεωρείται ότι θ περιοχι αυτι πικανόν είναι ιδιαίτερα ςθμαντικι για τθν ενηυμικι δράςθ [160]. 

Εναλλακτικά θ AADC442 ίςωσ ρυκμίηει τθ λειτουργία τθσ AADC480 μζςω διμεριςμοφ με το μονομερζσ  

άγριου τφπου, είτε καταςτζλλοντασ είτε ενεργοποιϊντασ τισ κινθτικζσ ιδιότθτεσ. Αυτό όμωσ δε φαίνεται 

να ιςχφει ςτθν περίπτωςθ που θ L-DOPA ι θ 5-υδροξυτρυπτοφάνθ αποτελοφν το υπόςτρωμα [157]. 

 

 
Εικόνα 1.3.3.1: Θ δθμιουργία εναλλακτικοφ μεταγράωου απουςία εξωνίου 3 [161] 
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Σο 2004 περιγράφθκε ζνα καινοφργιο εναλλακτικό κομμζνο μετάγραφο του γονιδίου τθσ DDC 

μεγζκουσ 1.8 kb που απομονϊκθκε από κφτταρα τροφοβλαςτϊν. Υςτερα από κλωνοποίθςθ, βρζκθκε 

ότι απουςίαηαν τα εξϊνια 10 ζωσ 15  του αρχικοφ μεταγράφου ενϊ παρατθρικθκε θ φπαρξθ ενόσ 

επιπλζον εξωνίου 10 μεγζκουσ 358 bp το οποίο ιταν τοποκετθμζνο εντόσ του ιντρονίου 9. Σο 

μετάγραφο περιζχει το νευρικοφ τφπου εξϊνιο 1. Θ εναλλακτικι αυτι ιςομορφι του ενηφμου, που 

ςυμβολίςτθκε ωσ Alt-DDC υπολογίηεται ότι αποτελείται από 338 αμινοξζα  και μζςω ανάλυςθσ Western 

Blot προςδιορίςτθκε ότι ζχει μοριακι μάηα 37 kDa. Σο εναλλακτικό εξϊνιο 10 τθσ εναλλακτικισ αυτισ 

ιςομορφισ κωδικοποιεί 23 αμινοξζα του C-τελικοφ άκρου τα οποία δεν περιλαμβάνονται ςτθν 

αλλθλουχία τθσ ολόκλθρθσ DDC πρωτεΐνθσ ςε αντίκεςθ με τα υπόλοιπα αμινοξζα που ταυτίηονται. Σο 

ςυγκεκριμζνο μετάγραφο από αναλφςεισ με Northern blot προτάκθκε ότι εκφράηεται ςε αυξθμζνο 

βακμό ςε ανκρϊπινο νεφρό και βρζκθκε ότι παρουςιάηει αυξθμζνθ ενεργότθτα κάτι που υποδεικνφει 

ότι πικανό να ζχει κάποια εξειδικευμζνθ λειτουργία, θ οποία αφορά τθν λειτουργία των νεφρϊν [158]. 

Θ λειτουργικι ςθμαςία του παραπάνω mRNA τθσ DDC ωςτόςο μζχρι τϊρα παραμζνει ελάχιςτα 

κατανοθτι [162].  

 

 
Εικόνα 1.3.3.1.2: Διαωορζσ ςτθν αλλθλουχία του cDNA τθσ a) DDC και τθσ b) Alt- DDC 
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Εικόνα 1.3.3.1.3: Διαγραμματικι απεικόνιςθ εναλλακτικοφ ματίςματοσ ςτο mRNA του 
γονιδίου τθσ ανκρϊπινθσ DDC 

(Α) Γονίδιο DDC. (Β) Μθ-νευρικοφ τφπου, πλιρουσ μικουσ mRNA. (Γ) Νευρικοφ τφπου, πλιρουσ μικουσ 
mRNA. (Δ) Νευρικοφ τφπου mRNA χωρίσ το εξϊνιο 3. (Ε) Νευρικοφ τφπου mRNA χωρίσ τα εξϊνια 3 και 
4. (΢Σ) Νευρικοφ τφπου mRNA χωρίσ τα εξϊνια 5 και 6. (Η) Νευρικοφ τφπου mRNA χωρίσ το εξϊνιο 5. (Θ) 
Νευρικοφ τφπου mRNA που κωδικοποιεί τθν εναλλακτικι ιςομορφι Alt-DDC. 

1.3.3.2 Θ Ρφκμιςθ τθσ DDC ςε Μετα- μεταφραςτικό επίπεδο 

 

Παλαιότερα, κυριαρχοφςε θ αντίλθψθ ότι θ DDC δεν ςυμμετζχει ςτθ ρφκμιςθ τθσ βιοςφνκεςθσ 

κατεχολαμινϊν, κακϊσ εμφανίηεται ακόρεςτθ και μθ ειδικι ωσ προσ το υπόςτρωμα. ΢ιμερα, θ 

αντίλθψθ αυτι τείνει να ανατραπεί κακϊσ ζχουν παρουςιαςτεί ενδείξεισ ρφκμιςθσ του ενηφμου ςτα 

κθλαςτικά από παράγοντεσ που δρουν ςτουσ υποδοχείσ DA [163]. 

 ΢υγκεκριμζνα, ζχει προτακεί ότι το φωσ είναι ζνασ από τουσ παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν 

ενηυμικι ενεργότθτα. Θ ζκκεςθ ςε ςυνκικεσ φωτόσ πειραματόηωων (αρουραίων) που είχαν παραμείνει 

ςτο ςκοτάδι  προκάλεςε τθν αφξθςθ τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ τθσ DDC ςτον αμφιβλθςτροειδι χιτϊνα 

τουσ [164]. Θ μεταβολι αυτι ζχει προτακεί ότι ςχετίηεται με τθ ςυμβολι των D1-υποδοχζων DA και  

των α2 αδρενεργικϊν υποδοχζων. Σο γεγονόσ αυτό υποςτθρίηεται από το αποτζλεςμα τθσ χοριγθςθσ 

αγωνιςτϊν των υποδοχζων που ανζςτειλε τθν αφξθςθ τθσ ενεργότθτασ, ενϊ θ χοριγθςθ ανταγωνιςτϊν 
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των D1-υποδοχζων ςτο ςκοτάδι οδιγθςε ςε ενεργοποίθςθ του ενηφμου. Θ παρατθροφμενθ 

ενεργοποίθςθ προτάκθκε ότι οφείλεται ςε αφξθςθ του Vmax του ενηφμου και αλλαγι τθσ ςτακεράσ Km 

ωσ προσ τθν L-Dopa και τθ φωςφορικι πυριδοξάλθ [165, 166]. 

Από μελζτεσ ςτον εγκζφαλο αρουραίου [163] και μυόσ ζχουν προκφψει παρόμοια 

αποτελζςματα. ΢τον εγκζφαλο, θ ενεργοποίθςθ των υποδοχζων με χοριγθςθ αγωνιςτϊν αναςτζλλει το 

ζνηυμο, ενϊ δζςμευςθ των υποδοχζων με χοριγθςθ ανταγωνιςτϊν αυξάνει τθ δραςτικότθτά του. Μια 

πικανι εξιγθςθ του μθχανιςμοφ ρφκμιςθσ  είναι θ αλλαγι να ςχετίηεται με ςφνκεςθ νζων ενηυμικϊν 

μορίων όπωσ ςτθν περίπτωςθ τθσ χοριγθςθσ κυκλοεξαμιδίου θ οποία εμποδίηει τθν αφξθςθ τθσ 

ενηυμικισ ενεργότθτασ [167]. ΢ε παρόμοια πειράματα ωςτόςο ζχουν αναφερκεί αντίκετα 

αποτελζςματα [163] κάτι που αποτελεί ζνδειξθ τθσ πολυπλοκότθτασ του μθχανιςμοφ ρφκμιςθσ του 

ενηφμου.  

Ωσ κφριοσ μθχανιςμόσ ρφκμιςθσ τθσ ενεργότθτασ τθσ DDC ζχει προτακεί θ φωςφορυλίωςθ του 

ενηφμου, θ οποία οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ ενεργότθτάσ του. ΢τθν αμινοξικι αλλθλουχία τθσ πρωτεΐνθσ 

ζχει εντοπιςτεί μια ςειρά μοτίβων φωςφορυλίωςθσ που απευκφνονται ςε cAMP- εξαρτϊμενεσ 

πρωτεϊνικζσ κινάςεσ (PKA) ςε πρωτεϊνικζσ κινάςεσ C (PKC), ςε αςβζςτιο-καλμοντουλίνθ εξαρτϊμενεσ 

πρωτεϊνικζσ κινάςεσ II(Ca-CM PK II) και ςε κατευκυνόμενεσ από προλίνθ πρωτεϊνικζσ κινάςεσ (proline-

directed protein kinases) [168].  

Επίςθσ, θ χοριγθςθ τθσ forskolin που αυξάνει τα επίπεδα του cAMP και θ χοριγθςθ 8-Bromo-

cAMP που ενεργοποιεί τθν PKA, ζχει αποδειχκεί πωσ αυξάνει τθν ενεργότθτα τθσ DDC ςε εγκζφαλο 

ποντικοφ [169]. Ζχει διατυπωκεί ότι μια cAMP-εξαρτϊμενθ πρωτεϊνικι κινάςθ αυξάνει παροδικά το 

Vmax του ενηφμου ζπειτα από τθ φωςφορυλίωςθ του, οδθγϊντασ ςε αφξθςθ τθσ ενεργότθτάσ του. Θ 

φωςφορυλίωςθ τθσ PKA, που προκαλείται από τθν αφξθςθ του cAMP και ρυκμίηεται από D2 

προςυναπτικοφσ υποδοχείσ DA, οδθγεί ςε ενεργοποίθςθ τθσ με αποτζλεςμα τθ φωςφορυλίωςθ τθσ 

DDC και ενεργοποίθςθ τθσ.  Σζλοσ, ωσ μθχανιςμόσ ρφκμιςθσ τθσ ενεργότθτασ τθσ DDC ζχει προτακεί θ 

χοριγθςθ φορβολικϊν εςτζρων, που ενεργοποιοφν τθν PKC αλλάηοντασ τθν Km και αυξάνοντασ το 

Vmax του ενηφμου [170]. 

 

1.3.4 Θ Σοπολογία τθσ DDC. 

 
Θ κατανομι τθσ DDC είναι ευρεία ςτα κθλαςτικά ζντομα και φυτά όπου το ζνηυμο βρίςκεται ςε 

ιςτoφσ νευρικισ και μθ νευρικισ προζλευςθσ. Θ παρουςία του ςτα νευρικά κφτταρα δικαιολογείται από 

τθν ιδιότθτα του να ςυμμετζχει ςτθν νευροδιαβιβαςτικι ςφνκεςθ ενϊ ο ρόλοσ του ςε ιςτοφσ μθ 
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νευρικισ προζλευςθσ ςυνδζεται με ενεργότθτα μθ ειδικι αποκαρβοξυλάςθσ αλλά δεν είναι ακόμα 

γνωςτόσ [171]. 

 

1.3.4.1 Θ Παρουςία τθσ DDC ςτο ΚΝ΢. 

 
Θ υψθλι ενεργότθτα του ενηφμου DDC, όςον αφορά το ΚΝ΢ ζχει εντοπιςτεί ςτουσ ντοπαμινεργικοφσ 

και ςεροτoνικοφσ νευρϊνεσ. Σο γεγονόσ αυτό, επιβεβαιϊκθκε με πειράματα in situ υβριδοποίθςθσ 

[172], μζτρθςθ ενεργότθτασ [173] και ανοςοϊςτοχθμείασ [174, 175]. Θ υψθλι ενεργότθτα ςτουσ 

νευρϊνεσ τθσ μελανοραβδωτισ οδοφ είναι αναγκαία για τθν παραγωγι DA, δεδομζνου ότι μόνο θ L-

DOPA μπορεί να διαπεράςει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και όχι θ DA [176]. Επίςθσ υψθλι 

ενεργότθτα του ενηφμου ζχει εντοπιςτεί ςτθν επίφυςθ, τον υποκάλαμο, το ραβδωτό και τον 

αμφιβλθςτροειδι, ενϊ υψθλά επίπεδα mRNA τθσ DDC ζχουν βρεκεί ςτθ μζλαινα και υπομζλανα ουςία 

και τον οςφρθτικό λοβό [177]. Θ παρουςία του ενηφμου ςτον υποκάλαμο και τθν επίφυςθ υποδεικνφει 

ςφνδεςθ με τθ νευροενδοεκκριτικι του δράςθ. ΢υγκεκριμζνα, τα διάφορα ςυςτιματα 

νευροδιαβιβαςτϊν του υποκαλάμου και του μεςεγκεφάλου μποροφν να επθρεάςουν άμεςα τθ 

ςφνκεςθ και τθν ζκκριςθ των υποκαλαμικϊν νευροεκκριτικϊν ορμονϊν. Είναι πικανόν θ ντοπαμίνθ να 

ζχει τθν ικανότθτα να τροποποιεί τθν ζκκριςθ των γοναδοτροπινϊν, τθσ προλακτίνθσ και τθσ αυξθτικισ 

ορμόνθσ [178-180]. Θ φπαρξθ και δράςθ τθσ DDC, του τελευταίου ενηφμου ςτο μεταβολικό μονοπάτι 

ςφνκεςθσ των κατεχολαμινϊν, ςε αυτά τα ςυςτιματα φαίνεται να διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ 

ρφκμιςθ των αντίςτοιχων φυςιολογικϊν διεργαςιϊν. Θ παρουςία και δράςθ τθσ DDC ςτουσ νευρϊνεσ 

τθσ μελανοραβδωτισ οδοφ είναι αναγκαία για τθν παραγωγι ντοπαμίνθσ, δεδομζνου ότι μόνο θ L-Dopa 

μπορεί να διαπεράςει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό και όχι θ ντοπαμίνθ. 

΢υν τοισ άλλοισ, θ παρουςία τθσ DDC ζχει προςδιοριςτεί  ςε κφτταρα τα οποία δεν εκφράηουν τθν 

υδροξυλάςθ τθσ τρυπτοφάνθσ και υδροξυλάςθ τθσ τυροςίνθσ (ΣΘ) και ονομάηονται D κφτταρα (“D 

cells”), αλλά και ςε μια ςειρά από νευρϊνεσ του εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελοφ, οι οποίοι δεν 

παράγουν και δεν αποκθκεφουν DA και ςεροτονίνθ. ΢ε αυτοφσ τουσ νευρϊνεσ το ζνηυμο είναι πικανόν 

να οδθγεί ςτθν παραγωγι τυραμίνθσ χρθςιμοποιϊντασ ωσ υπόςτρωμα τθν τυροςίνθ [176]. 

 

1.3.4.2 Θ Kατανομι τθσ DDC ςτθ Γλοία. 

 

Επιπλζον, θ ζκφραςθ του γονιδίου τθσ DDC όςο και το ίδιο το ζνηυμο ζχουν προςδιοριςτεί ςε 

κφτταρα γλοίασ [176]. Σα κφτταρα γλοίασ, τα οποία αποτελοφν βοθκθτικά κφτταρα του νευρικοφ ιςτοφ, 
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ζχει αποδειχκεί ότι περιζχουν τόςο το ζνηυμο και το mRNA του [181, 182]. Φυςιολογικά, ςτο ραβδωτό 

ςϊμα του εγκεφάλου, θ DDC που ανιχνεφεται ςτθ γλοία δε κεωρείται πικανό να ςυμμετζχει ςτθν 

παραγωγι κατεχολαμινϊν [176], αλλά ςτο ςχθματιςμό οριςμζνων αμινϊν (trace amines), όπωσ τθν 

τυραμίνθ, τθ φαινυλαικυλαμίνθ και τθν τρυπταμίνθ. Οι αμίνεσ αυτζσ, κα μποροφςαν ενδεχομζνωσ με τθ 

ςειρά τουσ να ρυκμίηουν τθ μονοαμινεργικι νευροδιαβίβαςθ [183-185]. Θ γλοία κα μποροφςε να 

αποτελεί μία επιπλζον περιοχι αποκαρβοξυλίωςθσ τθσ L-Dopa και, κατά ςυνζπεια, ιδιαίτερα ςθμαντικι 

ςε παρκινςονικοφσ αςκενείσ, όπου παρατθρείται απϊλεια απολιξεων του ραβδωτοφ ςϊματοσ του 

εγκεφάλου. Θ εξωγενισ L-Dopa, που χορθγείται ςε αυτζσ τισ περιπτϊςεισ, κα μποροφςε να 

αποκαρβοξυλιϊνεται από τθ DDC που εντοπίηεται ςτθ γλοία, βελτιϊνοντασ τα ςυμπτϊματα των 

αςκενϊν. 

1.3.4.3 Θ Kατανομι τθσ DDC ςε Περιφερικοφσ Λςτοφσ. 

 

Θ DDC ζχει επίςθσ εντοπιςτεί ςε περιφερειακά όργανα όπωσ το ιπαρ, τα νεφρά, τα επινεφρίδια, το 

πάγκρεασ, τουσ πνεφμονεσ, τουσ ςιελογόνουσ αδζνεσ, το ςπλινα, το ςτομάχι και τα ενδοκθλιακά 

κφτταρα των αιμοφόρων αγγείων κακϊσ και ςε όλο τον πεπτικό ςωλινα [109, 111, 186, 187]. Ζχει 

προςδιοριςτεί ότι θ υψθλότερθ ενεργότθτα τθσ DDC εμφανίηεται ςτο νεφρό και το ιπαρ [137]. Θ 

υψθλι ζκφραςθ τθσ DDC ςτο νεφρό είναι δφςκολο να δικαιολογθκεί. Θ DDC των κθλαςτικϊν ζχει 

απομονωκεί από διάφορεσ πθγζσ όπωσ ο χοίροσ, αρουραίοσ και άνκρωποσ. Σο καλφτερα μελετθμζνο 

ζνηυμο ωςτόςο είναι αυτό που ζχει απομονωκεί από νεφρό χοίρου. Όπωσ ζχει προτακεί, είναι πικανό θ 

υψθλι ζκφραςθ του ενηφμου ςτο νεφρό να ςχετίηεται με τον ζλεγχο τθσ ιςορροπίασ νεροφ και 

θλεκτρολυτϊν από τθν παραγόμενθ DA [188]. Πρόςφατα δεδομζνα ζδειξαν ότι το ενεργό ζνηυμο 

εκφράηεται ςτα ανκρϊπινα περιφερειακά λευκοκφτταρα [159]. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι ζχει επιτευχκεί 

θ ανίχνευςθ τθσ παρουςίασ του ενηφμου ςε ορό ανκρϊπου, πικικου, αρουραίου και ποντικοφ [137]. 

΢τον άνκρωπο ωςτόςο, τα επίπεδα ενεργότθτασ τθσ DDC είναι αρκετά χαμθλότερα και παρατθρείται 

αφξθςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου ςε αςκενείσ με ςυγκεκριμζνεσ νεοπλαςίεσ όπωσ νευροβλάςτωμα 

ι χρωμοφαιοκφτωμα [114, 137, 189].  

Πολλά από τα κφτταρα των περιφερικϊν ιςτϊν που περιζχουν DDC ανικουν ςτο ςφςτθμα 

Πρόλθψθσ και Αποκαρβοξυλίωςθσ Πρόδρομων Αμινϊν (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation 

system, APUD) [190, 191]. Σα κφτταρα αυτά προςλαμβάνουν πρόδρομα βιογενϊν αμινϊν όπωσ θ L-

DOPA και θ 5-HTP και με τθ βοικεια τθσ DDC τα αποκαρβοξυλιϊνουν και μζςω ενόσ μεταφορζα 

μονοαμινϊν αποκθκεφουν τισ πεπτιδικζσ ορμόνεσ ςε εκκριτικά κυςτίδια [192].  
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Θ υψθλότερθ ενεργότθτα και παρουςία του ενηφμου, ςε ςχζςθ με τουσ υπόλοιπουσ περιφερικοφσ 

ιςτοφσ, εντοπίηεται ςτο ιπαρ και ςτον νεφρό, όπου δεν βιοςυντίκενται μονοαμίνεσ. Αν και θ 

φυςιολογικι ςθμαςία του ενηφμου ςε αυτοφσ τουσ ιςτοφσ δεν είναι γνωςτι, είναι πικανόν να παίηει 

βαςικό ρόλο ςτο μεταβολιςμό άλλων αρωματικϊν αμινοξζων [137]. ΢τουσ νεφροφσ θ DDC εντοπίηεται 

ςτο εγγφσ και ευκφ εςπειραμζνο ςωλθνάριο και ελζγχει τθν ζκκριςθ ντοπαμίνθσ από το νεφρό [193]. Θ 

ζκφραςθ και ενεργότθτα τθσ DDC, πικανόν να ςυνδζεται τόςο με τθν ρφκμιςθ τθσ ζκκριςθσ του νατρίου 

[194] όςο και ιόντων φωςφόρου [195] ςτα νεφρικά ςωλθνάρια. Θ παραγόμενθ ντοπαμίνθ ελζγχει τθ 

ςυγκζντρωςθ των θλεκτρολυτϊν και τθν ιςορροπία του νεροφ αναςτζλλοντασ τθ δράςθ τθσ ATPάςθσ 

Νa+/Κ+ των νεφρικϊν ςωλθναρίων με αντιςτρεπτό και δοςο- εξαρτϊμενο τρόπο [196], αλλά και μζςω 

του ιοντοανταλλάκτθ Νa+/Θ+ [197]. Πρόςφατα, αναφζρκθκε ότι θ αναςταλτικι δράςθ τθσ ντοπαμίνθσ 

πραγματοποιείται μζςω δφο μθχανιςμϊν, μζςω πρωτεϊνικισ κινάςθσ C (PKC) και μζςω cAMP-

εξαρτϊμενθσ πρωτεϊνικισ κινάςθσ (PKA). Ο πρϊτοσ μθχανιςμόσ δρα χρονικά νωρίτερα από το δεφτερο 

μθχανιςμό [198]. Ενηυμικι ενεργότθτα αποκαρβοξυλίωςθσ τθσ L-Dopa ζχει εντοπιςτεί ςτθν εξωκρινι 

μοίρα του παγκρζατοσ. Θ παραγόμενθ ντοπαμίνθ κεωρείται ότι προςτατεφει το βλεννογόνο του 

επικθλίου του εντζρου [199]. Θ DDC εντοπίηεται ςτο πλάςμα ανκρϊπινου αίματοσ [200]. Αναφορζσ για 

παρουςία ενεργότθτασ ζχουν γίνει ςτον ορό αίματοσ ινδικοφ χοιριδίου, πικικου, αρουραίου και 

ποντικοφ [201]. ΢τον άνκρωπο, τα επίπεδα ενεργότθτασ τθσ DDC, που είναι όμωσ αρκετά χαμθλότερα, 

αυξάνονται ςε αςκενείσ με νεοπλαςίεσ όπωσ νευροβλάςτωμα ι φαιοχρωμοκφττωμα [189]. Θ μζτρθςθ 

των επιπζδων αυτϊν ζχει χρθςιμοποιθκεί για τθν διάγνωςθ και παρακολοφκθςθ των αςκενειϊν αυτϊν 

[200]. Θ παρουςία του ενηφμου ςε ορό αποτελεί ζμμεςθ ζνδειξθ ζκκριςθσ τθσ ενηυμικισ πρωτεΐνθσ ςτα 

εξωκυττάρια υγρά, γεγονόσ που ζχει τεκμθριωκεί για τθν περίπτωςθ τθσ β-υδροξυλάςθσ τθσ 

ντοπαμίνθσ (DBH) [202], θ οποία αποτελεί το επόμενο ζνηυμο τθσ βιοςυνκετικισ οδοφ των 

κατεχολαμινϊν. 

 

1.3.4.4 Θ Τποκυτταρικι Σοπολογία τθσ DDC. 

 
Όςον αφορά τθν υποκυτταρικι τθσ τοπολογία του ενηφμου, αρχικά θ DDC κεωρικθκε πωσ ιταν ζνα 

αποκλειςτικά κυτταροπλαςματικό ζνηυμο [111, 203]. Ωςτόςο, μελζτεσ του εργαςτθρίου μασ ςε 

κυτταρικζσ ςειρζσ τόςο του ΚΝ΢ όςο και τθσ περιφζρειασ υπζδειξαν ότι το ζνηυμο ςχετίηεται με το 

διαλυτό αλλά και το μεμβρανικό κλάςμα [152]. Επιπρόςκετα, με τθ χριςθ τθσ L-DOPA ωσ υπόςτρωμα, 

ζχει αναφερκεί ότι το 35% του ενηφμου ςυνδζεται με τθ ςυναπτοςωματικι δεξαμενι [204]. Σα 
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παραπάνω αποτελζςματα επιβεβαιϊκθκαν και ςε περιφερικά λευκοκφτταρα και ςτισ μακροφαγικισ 

προζλευςθσ κυτταρικζσ ςειρζσ U937 [151].  

Πειραματικά δεδομζνα του εργαςτθρίου μασ, ςε εγκζφαλο κθλαςτικϊν και ςτο ζντομο Ceratitis 

capitata αποκάλυψαν τθν παρουςία του ενηφμου ςτο υδρόφοβο και ιςχυρά υδρόφοβο κλάςμα [205, 

206]. Θ DDC που ανιχνεφεται ςτο μεμβρανικό κλάςμα εμφανίηεται ενηυμικά ενεργι ωσ προσ τθν 

αποκαρβοξυλίωςθ τθσ L-DOPA ςε DA. Επϊαςθ των μεμβρανικϊν κλαςμάτων παρουςίασ τθσ γενικισ 

φωςφολιπάςθσ C (PLC) δεν τροποποίθςε το ρυκμό εξαγωγισ του μορίου, υποδεικνφοντασ τθν 

ενςωμάτωςθ του μορίου ςτθ μεμβρανικι διπλοςτιβάδα. Κατεργαςία των μεμβρανϊν με ειδικι για τθ 

φωςφατιδυλ- ινοςιτόλθ φωςφολιπάςθ C (PI- PLC) δεν ζχει καμία επίδραςθ ςτθν κατανομι τθσ 

ενηυμικισ ενεργότθτασ τθσ DDC ςτο υδρόφοβο και ιςχυρά υδρόφοβο κυτταρικό κλάςμα, αποκλείοντασ 

τθν πικανότθτα φπαρξθσ φωςφατιδυλ- ινοςιτολικισ λιπιδικισ άγκυρασ για τθν πρόςδεςθ τθσ DDC με τθ 

μεμβρανικι διπλοςτιβάδα. Σο ζνηυμο που απελευκερϊνεται με ςχετικι ευκολία ςτο διαλυτό κλάςμα 

του εντόμου Ceratitis capitata απελευκερϊνεται με ςχετικι ευκολία ςτο διαλυτό κλάςμα, 

υποδεικνφοντασ χαλαρότθτα ςτθ φφςθ ςφνδεςθσ τθσ DDC με τισ μεμβράνεσ. Αντίκετα, ςε εγκζφαλο 

κθλαςτικϊν, φαίνεται να υπάρχει ςχετικά ιςχυρότερθ ςφνδεςθ των μορίων τθσ DDC με τισ μεμβράνεσ. 

Σα παραπάνω πειραματικά δεδομζνα υποδθλϊνουν τθν πολφπλοκθ κυτταρικι τοπολογία του μορίου. 

Πρόςφατεσ μελζτεσ του εργαςτθρίου μασ, που αφοροφν τθ διερεφνθςθ τθσ υποκυτταρικισ 

κατανομισ τθσ DDC ςε κυτταρικζσ ςειρζσ του KN΢ και τθσ περιφζρειασ αναφζρουν ότι θ DDC 

εντοπίηεται τόςο ςτο διαλυτό όςο και ςτο μεμβρανικό κλάςμα [152].Πειράματα απελευκζρωςθσ τθσ 

DDC από το μεμβρανικό κλάςμα τθσ κυτταρικισ ςειράσ HEK- 293 (ανκρϊπινα εμβρυονικά νεφρικά 

κφτταρα) in vitro υποδθλϊνουν ζνα ρυκμιηόμενο μθχανιςμό για τθ διαλυτοποίθςθ του ενηφμου. Θ 

διαλυτοποίθςθ του ενηφμου επθρεάηεται από το pH, το χρόνο επϊαςθσ, διςκενι κατιόντα και 

αναςτολείσ πρωτεαςϊν. ΢φμφωνα με τα παραπάνω πειραματικά δεδομζνα, είναι πικανό το κφτταρο να 

ρυκμίηει τθν ενεργότθτα του ενηφμου μεταβάλλοντασ τθν υποκυτταρικι του τοπολογία. 

Αξίηει να ςθμειωκεί ότι και άλλα ζνηυμα που ςυμμετζχουν ςτο μονοπάτι βιοςφνκεςθσ 

κατεχολαμινϊν όπωσ θ β-υδροξυλάςθ τθσ DA (DBH),θ υδροξυλάςθ τθσ τυροςίνθσ (TH) κακϊσ και θ 

φαινυλαικανολαμίνθ Ν-μεκυλοτρανςφεράςθ (PNMT) εντοπίηονται τόςο ςτο μεμβρανικό όςο και ςτο 

διαλυτό κλάςμα [207-209].  
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1.3.5 Θ ΢χζςθ τθσ DDC με τθ PD. 

 
Θ απϊλεια των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων ςτθ μζλαινα ουςία pars compacta, που οδθγεί ςε 

μείωςθ τθσ DA ςτο ραβδωτό ςϊμα, είναι ο κεντρικόσ μθχανιςμόσ που διζπει τα κινθτικά χαρακτθριςτικά 

τθσ νόςου του PD. Θ υποκατάςταςθ τθσ απϊλειασ τθσ DA μζςω τθσ ςυςτθματικισ χοριγθςθσ του 

προδρόμου τθσ DA τθν L-DOPA αντιπροςωπεφει μια επαναςτατικι ανακάλυψθ ςτθν αντιμετϊπιςθ τθσ 

νόςου του PD που ξεκίνθςε πριν από 50 χρόνια. Αποτελεί τθν κυριότερθ κεραπεία που χρθςιμοποιείται 

ςιμερα και αποςκοπεί ςτθν αφξθςθ τθσ παραγωγισ DA εντόσ του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ 

φςτερα από αποκαρβοξυλίωςθ τθσ L-DOPA από τθν DDC. Ο λόγοσ χριςθσ τθσ  L-DOPA και όχι τθσ DA ωσ 

φάρμακο οφείλεται ςτθν ικανότθτα τθσ να διαπερνά τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό ςε αντίκεςθ με τθν 

DA [126]. Ζτςι κατά τθ διάρκεια τθσ κεραπείασ ςθμειϊνεται αφξθςθ των επιπζδων τθσ L-DOPA  ςτον 

εγκζφαλο, με ςυνζπεια τθν αυξθμζνθ παραγωγι DA. Θ L-DOPA χορθγείται με τθν ταυτόχρονθ παρουςία 

κάποιου περιφερικοφ αναςτολζα όπωσ θ βενςεραηίδθ, θ carbidopa, οι οποίοι αποτρζπουν τθν 

αποκαρβοξυλίωςθ τθσ L-DOPA ςε DA ςτουσ περιφερειακοφσ ιςτοφσ και μειϊνουν τθν πικανότθτα 

εμφάνιςθσ των παρενεργειϊν που κα προζκυπταν από τθν ςυνζπεια αυτι. Οι αναςτολείσ αυτοί δεν 

μποροφν να διαπεράςουν τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό [210]. 

Θ αφξθςθ των επιπζδων τθσ L-DOPA, ςε ςυνδυαςμό με τα δευτερογενϊσ μειωμζνα επίπεδα του 

ενηφμου DDC, λόγω του εκφυλιςμοφ των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων, είναι εξαιρετικά πικανό να 

κακιςτοφν τθν L-Dopa αποκαρβοξυλάςθ ζνηυμο-κλειδί (rate-limiting enzyme) ςτθ PD. Μετά από κάποιο 

χρονικό διάςτθμα από τθν εξζλιξθ τθσ κεραπείασ θ αποτελεςματικότθτα τθσ μειϊνεται ςταδιακά. Αυτό 

ίςωσ οφείλεται ςε μθχανιςμοφσ αυτορρφκμιςθσ και ςυγκεκριμζνα ανάδρομθσ ανάςχεςθσ που δρουν 

ςτο κεντρικό νευρικό ςφςτθμα ωσ απόκριςθ ςτθν αυξθμζνθ ςφνκεςθ DA. Θ αφξθςθ τθσ DA που ζχει 

προκλθκεί λόγω εξωγενοφσ χοριγθςθσ τθσ L-DOPA είναι πικανόν να μειϊνει τθν ενεργότθτα τθσ DDC 

και κατά ςυνζπεια τθ ςφνκεςθ DA από τθ χορθγοφμενθ L-DOPA [210]. Ωςτόςο, θ DDC που εντοπίηεται 

ςτθ γλοία κα μποροφςε να κατζχει πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθ κεραπεία τθσ νόςου, κακϊσ είναι πικανόν 

να αποκαρβοξυλιϊνει τθν εξωγενϊσ χορθγοφμενθ L-DOPA ςτουσ αςκενείσ βελτιϊνοντασ τα 

ςυμπτϊματα τουσ.  

Επίςθσ, θ χρόνια χοριγθςθ L-DOPA οδθγεί ςτθν εμφάνιςθ ενόσ φαινομζνου με διαφορετικζσ 

και απότομεσ αντιδράςεισ ςτθν χοριγθςθ τθσ L-DOPA. Σο φαινόμενο αυτό ονομάηεται on-off και 

αντιμετωπίηεται μζςω ςφντομθσ παφςθσ τθσ χοριγθςθσ L-DOPA προκειμζνου να ρυκμιςτεί θ 

ομοιόςταςθ τθσ αποκαρβοξυλάςθσ τθσ L-DOPA [140]. Ζχουν προτακεί και δοκιμαςτεί διάφορεσ 

πρακτικζσ για τθν αντιμετϊπιςθ των φαινομζνων που προκφπτουν λόγω αρνθτικισ ανάδραςθσ τθσ DA 



54 
 

ςτθ DDC. Θ ουςία L-διπρενφλιο ζχει βοθκθτικό αποτζλεςμα και χορθγείται μαηί με τθν L-DOPA , κακϊσ 

προκαλεί αφξθςθ ςτα επίπεδα τθσ ζκφραςθσ των mRNA τθσ DDC και επιβραδφνει τα προβλιματα που 

προκφπτουν λόγω τθσ αρνθτικισ ανάδραςθσ [210]. Ζνα ακόμα μειονζκτθμα που προκφπτει από τθ 

χρόνια κεραπευτικι χοριγθςθ L-DOPA ςτουσ αςκενείσ είναι τα αυξθμζνα επίπεδα DA που εντοπίηονται 

ςτον οργανιςμό και μπορεί να προκαλζςουν δυςκινθςία και παραιςκιςεισ. Σα ςυμπτϊματα αυτά ςε 

μελζτεσ που ζχουν γίνει με χοριγθςθ του ενηφμου τθσ DDC και επιμόλυνςθ με το γονίδιο VMAT-2 ςε 

παρκινςονικά μοντζλα μυϊν, ζχουν μειωκεί ςε μεγάλο ποςοςτό λόγω τθσ αυξθμζνθσ μετατροπισ τθσ L-

DOPA ςε DA αλλά και αφξθςθ τθσ εναπόκεςθσ τθσ DA ςε ςυναπτικά κυςτίδια [211, 212]. Επιπλζον, όπωσ 

ζχει διαπιςτωκεί παρουςιάηεται μια μεταβλθτότθτα όςον αφορά τθ γαςτρεντερικι απορρόφθςθ τθσ L-

DOPA και τθ μεταφορά μζςω του αιματοεγκεφαλικοφ φραγμοφ. 

Νζεσ ςυνκζςεισ παρατεταμζνθσ απελευκζρωςθσ τθσ L-DOPA κακϊσ και θ ςυνεχισ απελευκζρωςθ 

(είτε εντερικά μζςω ενδοςκοπικϊν γαςτροπνευμονιολογικϊν διαδερμικϊν ςωλινων είτε υποδόρια 

μζςω μικρϊν αντλιϊν) ζχουν αναπτυχκεί ι αναπτφςςονται. Πράγματι, κλινικζσ παρατθριςεισ ςε 

αςκενείσ που χορθγικθκε το φάρμακο με ενδοφκάλμια ζγχυςθ, υποςτθρίηουν τθν αξία τθσ 

ςυνεχόμενθσ διζγερςθσ αφοφ οδιγθςαν ςε πρόλθψθ των προβλθμάτων δυςκινθςίασ [213]. 

Είναι πλζον αποδεκτό ότι τα ςυμπτϊματα που εμφανίηονται ςτουσ αςκενείσ με PD μπορεί να 

οφείλονται ςτθ διαδικαςία μετατροπισ των τοξικϊν πρωτοϊνιδίων ςε ϊριμα ινίδια ASYN με αποτζλεςμα 

τθν τοξικι δυςλειτουργία τθσ ASYN. Ωσ κφρια κεραπευτικι αγωγι, χρθςιμοποιείται θ χοριγθςθ τθσ L-

DOPA, γεγονόσ που από τθ μία πλευρά αυξάνει τα επίπεδα ςυναπτοςωμικισ DA που είναι μειωμζνα 

λόγω τθσ προόδου του νευροεκφυλιςμοφ των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων, αλλά όμωσ οδθγεί ςε 

αφξθςθ των επιπζδων και τθσ κυτταροπλαςματικισ DA που βοθκάει τθ ςυςςϊρευςθ των ολιγομερϊν 

και πρωτοϊνιδίων ASYN και επιβαρφνει τθν εξζλιξθ τθσ νόςου [214]. Θ DA είναι δυνατό να ςυνδζεται 

ομοιοπολικά με τθν ASYN δθμιουργϊντασ ζνα παράγωγο μζςα ςτο κφτταρο το οποίο ςτακεροποιεί τα 

πρωτοϊνίδια και αναςτζλλει τθ μετατροπι τουσ ςε ϊριμα ινίδια.  

 

Γονιδιακι κεραπεία τθσ PD 

Προςεγγίςεισ γονιδιακισ κεραπείασ, οι οποίεσ βαςίηονται ςε γενετικά ςχεδιαςμζνουσ ιϊκοφσ 

φορείσ που μποροφν να ειςάγουν γονίδια ςτα κφτταρα ηωντανϊν οργανιςμϊν, μπορεί να παίξει 

ςθμαντικό ρόλο ςτθ κεραπεία διαταραχϊν του κεντρικοφ νευρικοφ ςυςτιματοσ όπωσ θ PD. Μεταξφ των 

διαφόρων ιϊκϊν φορζων που χρθςιμοποιοφνται ςτθ γονιδιακι κεραπεία ςυγκαταλζγεται και ο 

αναςυνδυαςμζνοσ αδενο-ςχετιηόμενοσ ιϊκόσ φορζασ (recombinant adeno-associated virus, rAAV). 

Μπορεί να επιτευχκεί αποτελεςματικι διαμόλυνςθ νευρϊνων χρθςιμοποιϊντασ rAAV φορζα, χωρίσ 
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ςθμαντικζσ παρενζργειεσ, κακϊσ είναι μθ μολυςματικόσ, μθ καρκινογόνοσ και δεν προκαλεί 

ανοςολογικι αντίδραςθ [215]. 

Δφο ςτρατθγικζσ ακολουκοφνται για τθ γονιδιακι κεραπεία τθσ PD. Αναφορικά, θ πρϊτθ 

ςτρατθγικι αποτελεί τθν αποκατάςταςθ τθσ ςφνκεςθσ παραγωγισ DA, με τθν ειςαγωγι γονιδίων που 

κωδικοποιοφν ζνηυμα, τα οποία ςυμμετζχουν ςτθ βιοςφνκεςθ τθσ DA. Θ μζκοδοσ αυτι  αποςκοπεί ςτθ 

βελτίωςθ των κινθτικϊν ςυμπτωμάτων τθσ PD, τα οποία προκαλοφνται από τθν απϊλεια DA λόγω 

προοδευτικοφ κανάτου των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων τθσ μζλαινασ ουςίασ του εγκεφάλου. Θ 

δεφτερθ ςτρατθγικι είναι ο περιοριςμόσ τθσ νευροεκφυλιςτικισ διαδικαςίασ μζςω διαμόλυνςθσ με 

αναςυνδυαςμζνουσ ιοφσ που περιζχουν γονίδια που κωδικοποιοφν για αυξθτικοφσ παράγοντεσ, αντι-

οξειδωτικά και αντι-αποπτωτικά μόρια. Πειράματα ζνεςθσ ιϊκϊν φορζων με το γονίδιο τθσ DDC ςτο 

ραβδωτό ςϊμα παρκινςονικοφ μοντζλου αρουραίου, είχε ωσ αποτζλεςμα τθν αφξθςθ των επιπζδων DA 

ςτο ραβδωτό ςϊμα κακϊσ και τθν αφξθςθ τθσ ενεργότθτασ τθσ DDC [216]. Οι κλινικζσ δοκιμζσ ςε 

ανκρϊπουσ βρίςκονται ςε πρωταρχικά ςτάδια αλλά ζχουν οδθγιςει ςε βελτίωςθ των κινθτικϊν 

ςυμπτωμάτων των αςκενϊν, χωρίσ να αναφζρονται αξιοςθμείωτεσ παρενζργειεσ εξαιτίασ τθσ 

γονιδιακισ κεραπείασ [215]. 

1.3.6 ΢χζςθ τθσ DDC με τθ AD. 

 
Όπωσ ζχει ιδθ αναφερκεί, οι “tauopathies” είναι νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ που 

χαρακτθρίηονται από τθν τοξικι ςυςςϊρευςθ μθ φυςιολογικϊν μορφωμάτων τθσ πρωτεΐνθσ tau, θ 

οποία ςχετίηεται με τουσ μικροςωλθνίςκουσ. Θ νόςοσ του AD και ο εκφυλιςμόσ του μετωπιαίου λοβοφ 

είναι οι ςυνθκζςτερεσ αςκζνειεσ τθσ κατθγορίασ αυτισ. Διάφορεσ κλινικζσ ςτρατθγικζσ ζχουν 

αναπτυχκεί για τθ μείωςθ τθσ τοξικότθτασ τθσ tau, όπωσ θ μείωςθ τθσ φωςφορυλίωςισ τθσ, τθσ 

διάςπαςισ τθσ, τθσ ινϊδωςισ τθσ, κακϊσ και θ ζκφραςι τθσ. Παρ’ όλα αυτά, δεν υπάρχουν προσ το 

παρόν επεξεργαςίεσ που ςταματοφν ι αντιςτρζφουν τθ ςυςςϊρευςθ τθσ πακολογικισ tau ςε αςκενείσ 

[217].  

 Πολλζσ μελζτεσ ζχουν δείξει, πωσ θ υπερζκφραςθ τθσ tau, αλλάηει τθν ντοπαμινεργικι 

ςθματοδότθςθ, μζςω απϊλειασ των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων [218, 219]. Επιπλζον, θ απϊλεια των 

dop-2 και dop-3, δφο υποδοχείσ DA τφπου D2 ςτον C. elegans, ζδειξε ςθμαντικι μείωςθ τοξικότθτασ 

που επάγεται απ’ τθν tau [220]. ΢τθ ςυνζχεια, ενεργοποίθςθ των D1 υποδοχζων DA, είχε ωσ 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ φωςφορυλίωςθσ τθσ tau [221]. Οι Kow και ςυνεργάτεσ, προςπάκθςαν ςυν 

τοισ άλλοισ να αποδείξουν τον καταςταλτικό ρόλο τθσ DDC ςτθν τοξικότθτα τθσ tau ςε διαγονιδιακά 

ςκουλικια. Θ απϊλεια του γονιδίου τθσ DDC του C. elegans, bas- 1, είχε ωσ αποτζλεςμα τθ μειωμζνθ 
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ςυςςϊρευςθ φωςφορυλιωμζνθσ και ιςχυρά υδρόφοβθσ tau πρωτεΐνθσ, κακϊσ επίςθσ και τθ μείωςθ 

τθσ νευρωνικισ απϊλειασ. Θ απϊλεια τθσ λειτουργίασ ςε άλλα γονίδια ςτισ οδοφσ ςφνκεςθσ τθσ DA και 

ςεροτονίνθσ, δεν αλλοίωςε τθν τοξικότθτα τθσ tau, παρ’ όλα αυτά θ λειτουργία τουσ απαιτείται για τθν 

καταςτολι τθσ τοξικότθτασ από τθ DDC [217].  

1.4 Βιολογικι ΢θμαςία Ντοπαμίνθσ (Dopamine- DA) και Ντοπαμινεργικοφ ΢υςτιματοσ 
ςτον Εγκζωαλο. 

 
Θ DA είναι ζνασ νευροδιαβιβαςτισ ευρζωσ διανεμθμζνοσ ςτο κεντρικό νευρικό ςφςτθμα (CNS) και 

ςε οριςμζνεσ περιφερικζσ περιοχζσ, ςυμπεριλαμβανομζνου του καρδιαγγειακοφ και του νεφρικοφ 

ςυςτιματοσ. ΢τον εγκζφαλο, ο DA εμπλζκεται ςτον ζλεγχο των κινιςεων, τθσ γνϊςθσ, των 

ςυναιςκθμάτων, τθσ μνιμθσ, του μθχανιςμοφ ανταμοιβισ και τθσ ρφκμιςθσ τθσ ζκκριςθσ προλακτίνθσ 

από τθν υπόφυςθ. Πολλζσ αςκζνειεσ ζχουν ςχζςθ με διαταραχζσ τθσ μετάδοςθσ DA όπωσ 

νευροψυχιατρικζσ διαταραχζσ, όπωσ διαταραχι υπερκινθτικότθτασ ζλλειψθσ προςοχισ (ADHD), 

ςφνδρομο Tourette (TS), ςχιηοφρζνεια, ψφχωςθ, κατάκλιψθ κλπ. Και με νευροεκφυλιςτικζσ νόςουσ 

όπωσ θ PD , θ HD, πολλαπλι ςκλιρυνςθ (MS) [222]. 

Λςτορικά, θ ςθμαςία του ντοπαμινεργικοφ ςυςτιματοσ ςτον εγκζφαλο επιςθμάνκθκε εξαιτίασ τθσ 

διερεφνθςθσ τθσ PD, θ οποία είναι αποτζλεςμα του εκφυλιςμοφ των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων τθσ 

ςυμπαγοφσ μοίρασ τθσ μζλαινασ ουςίασ (SNc). Τπάρχουν τρεισ κφριεσ πθγζσ DA ςτο ΚΝ΢: το μονοπάτι 

του νωτιαίου μυελοφ, το μεςοκορτικολυμπιδικό μονοπάτι και θ φυματοχοανικι οδόσ, που εμπλζκονται 

ςε διαφορετικά νευροφυςιολογικά χαρακτθριςτικά [222]. 

Οι νευρϊνεσ που περιζχουν DA βρίςκονται κυρίωσ ςτθν περιοχι του μεςεγκεφάλου, οι οποίοι 

μποροφν να εντοπιςτοφν ςε περιοχζσ τθσ ςυμπαγοφσ μοίρασ τθσ μζλαινασ ουςίασ και ςτθν κοιλιακι 

καλυπτρικι περιοχι και οι οποίεσ προβάλλουν ςε διαφορετικζσ περιοχζσ του εγκεφάλου, αςκϊντασ 

διαφορετικζσ λειτουργίεσ [223]. Πιςτεφεται, πωσ θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των υψθλϊν επιπζδων τθσ 

DA με ζνα προ- οξειδωτικό τοπικό περιβάλλον τθσ μζλαινασ ουςίασ, προωκεί τθν αφξθςθ του 

οξειδωτικοφ ςτρεσ και κατ’ επζκταςθ τον εκφυλιςμό των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων [224]. 

Επιπλζον, ο Li και ςυνεργάτεσ μελζτθςαν τισ επιπτϊςεισ που ζχουν οι DA και θ L- DOPA ςτισ PD και 

AD, δείχνοντασ τθν ικανότθτα των κατεχολαμινϊν να αποικοδομοφν αμυλοειδικά ινίδια. Δείξανε, 

μερικζσ δραςτικζσ μορφζσ των κατεχολαμινϊν (DA, L- DOPA και επινεφρίνθ) να είναι προϊόντα 

οξείδωςθσ και πωσ ςε μικρομοριακζσ ςυγκεντρϊςεισ ανζςτειλαν τον in vitro ςχθματιςμό αμυλοειδικϊν 

ινιδίων Αβ και ASYN και προκάλεςαν τθν αποικοδόμθςι τουσ. ΢υνοψίηοντασ, οι αναςτολείσ τθσ 
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ςυςςωμάτωςθσ αυτϊν των πολυπεπτιδίων, κα μποροφςε να οδθγιςει ςτθν ανάπτυξθ νζων 

ςτρατθγικϊν κεραπείασ  ι ελζγχου των νόςων αυτϊν [225]. 

 

1.4.1 DA και Oξειδωτικό ςτρεσ. 

 

Σα ιδιαίτερα χαρακτθριςτικά των ντοπαμινεργικϊν κυττάρων αποτελοφν μεγάλθσ ςθμαςίασ όςον 

αφορά τθ διερεφνθςθ τθσ αιτιολογίασ του επιλεκτικοφ εκφυλιςμοφ τουσ ςτισ νευροεκφυλιςτικζσ 

νόςουσ. Πολλζσ ζρευνεσ εςτιάηονται ςτο χαρακτθριςμό των παραγόντων του περιβάλλοντοσ αυτϊν των 

κυττάρων που τα κακιςτοφν περιςςότερο ευαίςκθτα ςτθ δθμιουργία ςυςςωματωμάτων και ακολοφκωσ 

ςτον εκφυλιςμό. Μια ςθμαντικι ιδιαιτερότθτα των ντοπαμινεργικϊν κυττάρων, είναι το ιδιαίτερα 

οξειδωτικό περιβάλλον τουσ. Σο τελευταίο χαρακτθριςτικό κεωρείται πωσ αποτελεί αιτιολογία για τθν 

ανάπτυξθ των νευροεκφυλιςτικϊν νόςων. 

Θ DA μετά τθ ςφνκεςι τθσ, ςυςςωρεφεται ςτα ςυναπτικά κυςτίδια μζςω του κυςτιδιακοφ 

μεταφορζα των μονοαμινϊν (Vesicular monoamine transporter- VMAT). ΢ε πακολογικζσ καταςτάςεισ 

και κατά τθ διάρκεια τθσ φυςιολογικισ γιρανςθσ, θ αυξθμζνθ απελευκζρωςθ DA από τα κυςτίδια 

προάγει τθν παραγωγι ελευκζρων ριηϊν ROS (H2O2, O2• , •OH), κακϊσ και τοξικϊν ειδϊν κινονϊν. Αυτά 

ςυςςωρεφονται και ςυμβάλλουν ςτον νευροεκφυλιςμό του ντοπαμινεργικοφ ςυςτιματοσ [226]. ΢ε 

φυςιολογικζσ ςυγκεντρϊςεισ, θ DA δεν επιφζρει νευροτοξικά αποτελζςματα, παρ’ όλα αυτά αλλαγζσ 

ςτθν ζκκριςθ τθσ DA ι/και του μεταβολιςμοφ τθσ, κα μποροφςαν δυνθτικά να οδθγιςουν ςε 

νευροτοξικότθτα. Οι ςχετικοί μοριακοί μθχανιςμοί παραμζνουν αςαφείσ. ΢χετικζσ ενδείξεισ 

υποδεικνφουν ότι θ νευροτοξικότθτα μπορεί να προκλθκεί και από οξειδωτικό ςτρεσ, νευρο- φλεγμονι 

και αποπτωτικζσ διαδικαςίεσ [222]. ΢υγκεκριμζνα, ζχει αποδειχκεί ότι κφτταρα του φλοιοφ, του 

ραβδωτοφ ςϊματοσ και του μεςεγκεφάλου, είναι επιρρεπι ςε κεραπεία με DA, εμφανίηοντασ τοξικά 

φαινόμενα [227-229]. Ζχει δειχκεί πωσ, θ DA μπορεί να δράςει μζςω οξειδωτικϊν και μθ οξειδωτικϊν 

μθχανιςμϊν, με ενηυμικι και μθ ενηυμικι οξείδωςθ τθσ DA μζςω οξειδοαναγωγικϊν ενϊςεων όπωσ 

δραςτικζσ ρίηεσ οξυγόνου και DA- κινόνεσ/ θμικινόνεσ. Επίςθσ, αντιδράςεισ ςυμπφκνωςθσ τθσ DA με 

καρβονυλομάδεσ αλδεχδϊν και ακετοξζων μετατρζπονται ςε τοξικά κατιόντα με N- μεκυλίωςθ [224].  

 Θ κφρια ενηυμικι οξειδωτικι μεταβολικι οδόσ τθσ DA ςτον εγκζφαλο είναι μζςω τθσ 

μονοαμινοξειδάςθσ (MAO), που βρίςκεται ςτθν εξωτερικι μιτοχονδριακι μεμβράνθ. Θ ΜΑΟ καταλφει 

τθν οξειδωτικι απαμίνωςθ τθσ DA ςε ντοπαλδεχδθ (DOPAL) με ταυτόχρονθ παραγωγι H2O2 (εικόνα 

3.7.1). Από τισ δφο μορφζσ τθσ ΜΑΟ, κατά προτίμθςθ αλλά όχι απαραίτθτα, θ ΜΑΟ Α, μεταβολίηει τθ 

ςεροτονίνθ και τθ νοραδρεναλίνθ και θ οποία εντοπίηεται κυρίωσ ςε κατεχολαμινεργικά κφτταρα του 
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ςτελζχουσ του εγκεφάλου, αλλά και ςτθ μζλαινα ουςία [230]. Αντικζτωσ, θ DA μεταβολίηεται από τθν 

ΜΑΟ Β, θ οποία εντοπίηεται ςε ςυγκεκριμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ του υποκαλάμου, κακϊσ και ςε 

αςτροκφτταρα [230, 231]. Επίςθσ και άλλα ζνηυμα που βρίςκονται ςτον εγκζφαλο είναι ικανά να 

οξειδϊςουν τθσ DA, ςτα οποία ςυμπεριλαμβάνονται θ λιποξυγενάςθ [232], θ οξυγονάςθ ξανκίνθσ [233] 

και τα οποία καταλφουν τθν οξείδωςθ τθσ DA παρουςία υπεροξειδίου του υδρογόνου, όπωσ και θ 

τυροςινάςθ και θ ςυνκάςθ τθσ προςταγλαδίνθσ Θ [224]. Κατά τθ διάρκεια όλων αυτϊν των ενηυμικϊν 

αντιδράςεων, θ DA οξειδϊνεται ςε DA- κινόνθ (DAQ) υψθλισ δραςτικότθτασ (εικόνα 1.4.1.2). Όμωσ, δεν 

είναι ακόμθ ςαφζσ ςε ποιο βακμό αυτά τα ζνηυμα ςυμβάλλουν ςτθν οξείδωςθ τθσ DA ςτον ανκρϊπινο 

εγκζφαλο, αν και για τθν προςταγλαδίνθ αποδείχκθκε ότι θ ενεργότθτά τθσ ιταν ςαφϊσ μεγαλφτερθ 

ςτθ μζλαινα ουςία παρκινςονικϊν εγκεφάλων, ςε ςφγκριςθ με αντίςτοιχουσ αλτςχαϊμερικοφσ 

εγκεφάλουσ και εγκεφάλουσ ελζγχου [234]. 

Θ νευροτοξικι δράςθ τθσ οξείδωςθσ τθσ DA, οφείλεται ςτθ δθμιουργία των προϊόντων τθσ 

διαδικαςίασ αυτισ. Σα πιο ςχετικά και τα πιο μελετθμζνα προϊόντα οξείδωςθσ DA είναι θ DAQ, θ 6-

υδροξυδωπαμίνθ (6-ΟΘDΑ), θ νευρομελανίνθ (ΝΜ) και θ 5-S-κυςτεϊνυλ DA, τα οποία ςυμμετζχουν ςτα 

μθ ενηυμικά οξειδωτικά μεταβολικά μονοπάτια τθσ DA. Θ χαρακτθριςτικι ομάδα τθσ κατεχόλθσ τθσ DA, 

είναι μια φαινολικι ζνωςθ και ζτςι μπορεί να υποβλθκεί ςε οξείδωςθ από το οξυγόνο ςε φυςιολογικό 

pH [235]. Αυτι θ αυτο- οξείδωςθ τθσ DA παράγει DAQ (εικόνα 1.4.1.2), ανάλογα με τθν οξειδωτικι 

αντίδραςθ τθσ τυροςινάςθσ ι τθσ ςυνκάςθσ τθσ προςταγλαδίνθσ Θ. Θ ςφνκετθ αντίδραςθ οξείδωςθσ, 

που προκαλείται από το οξυγόνο, ζχει επίςθσ ωσ αποτζλεςμα τθν αφξθςθ των επιπζδων τθσ δραςτικισ 

ρίηασ τθσ θμικινόνθσ (SQ•) και τθ μείωςθ του μονοςκενοφσ οξυγόνου με επακόλουκθ παραγωγι 

ανιόντων υπεροξειδίου, υπεροξειδίου του υδρογόνου και τθσ ρίηασ του υδροξυλίου [235, 236]. 

 
 
 

DA + O2 → SQ•  + O2• - + H+ 

 
DA + O2• - + H+ → SQ•  + H2O2 
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Εικόνα 1.4.1.1 Οξειδωτικι απαμίνωςθ τθσ 3,4- διχδροξυωαιναικυλαμίνθσ (DA) ςε 3,4-
διχδροξυωαινυλακεταλδεψδθ οδθγϊντασ ςτθ δθμιουργία H2O2.  

 
 
  

 
 

Εικόνα 1.4.1.2 Ενηυμικι οξείδωςθ τθσ DA ςε DA- κινόνθ 
 

Εν τοφτοισ, θ μθ- καταλυόμενθ αυτο- οξείδωςθ τθσ DA είναι ςχετικά αργι ςε φυςιολογικό pH, αλλά 

επιτυγχάνεται από ςτοιχεία μετάπτωςθσ, όπωσ ο ςίδθροσ και το μαγγάνιο. Και τα δφο μζταλλα 

καταλφουν τθν οξείδωςθ τθσ DA ςε DAQ με ταυτόχρονθ παραγωγι ROS. 

 

 
 

 Αυτό ζχει ιδιαίτερθ ςθμαςία ςε ςοβαρζσ περιπτϊςεισ τθσ PD, όπου θ περιεκτικότθτα ςε ςίδθρο 

είναι υψθλι [237, 238]. Επιπλζον, ζχει δειχκεί ότι το ONOO- και το προϊόν αποςφνκεςθσ του NO2 

προωκοφν τθν οξείδωςθ τθσ DA ςε DAQ [8, 239]. ΢τθ PD, πιςτεφεται ότι τα αυξθμζνα επίπεδα NO• και 

ONOO-  ςυμβάλλουν ςτθν πακογζνεςθ τθσ νόςου [240, 241]. 
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Εικόνα 1.4.1.3 Οξειδωτικό ςτρεσ και νευροτοξικότθτα 
Μθχανιςμοί νευροτοξικότθτασ τθσ DA και νευροτοξίνεσ που χρθςιμοποιοφνται για να μιμθκοφν τθν PD 
ςτουσ ντοπαμινεργικοφσ νευρϊνεσ. Θ DA και οι νευροτοξίνεσ 6-υδροξυδωπαμίνθ (6- OHDA) και θ 1-
μεκυλ-4-φαινυλ-1,2,3,6-τετραχδροπυριδίνθ (MPTP), προκαλοφν δραςτικζσ ρίηεσ οξυγόνου (ROS), οι 
οποίεσ επθρεάηουν τθ μιτοχονδριακι λειτουργία, τθν υπεροξείδωςθ των λιπϊν και τθν 
κυτταροςκελετικι αποδιοργάνωςθ, θ οποία οδθγεί ςτθν ενεργειακι κρίςθ και το κάνατο των 
νευρϊνων. Σο MPTP αρχικά ενςωματϊνεται ςτα κφτταρα τθσ γλοίασ και μεταβολίηεται ςε MPP+. Αυτόσ 
ο μεταβολίτθσ μπορεί να διαςχίςει τθ μεμβράνθ μζςω του μεταφορζα τθσ DA (DAT) για να φκάςει τα 
ενδοκυτταρικά διαμερίςματα των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων, ενϊ το 6- OHDA μπορεί να διαςχίςει 
απευκείασ τθ μεμβράνθ μζςω του DAT [222]. 

 
Νευροτοξικότθτα και ομοιόςταςθ Ca2+ 

 
 Θ ενδοκυτταρικι ςυγκζντρωςθ ελεφκερου Ca2+ διαδραματίηει ζναν πολφπλοκο ρόλο ςτθ 

ςθματοδότθςθ του εγκεφάλου. Σα κατιόντα Ca2+ ρυκμίηουν τθ νευρωνικι πλαςτικότθτα, κακορίηοντασ 

ζτςι τθ μάκθςθ, τθ μνιμθ και τθν επιβίωςθ των νευρϊνων. Ο ομοκυτταρικόσ και ο ετεροκυτταρικόσ 

ζλεγχοσ τθσ ομοιόςταςθ του Ca2+ , ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ διατιρθςθ τθσ νευρωνικισ ακεραιότθτασ.  Οι 

ροζσ του Ca2+ διαμζςου τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ μεταξφ των ενδοκυτταρικϊν οργανιδίων και των 

διαμεριςμάτων (μιτοχόνδρια, ενδοπλαςματικά δίκτυα), ελζγχουν διάφορεσ λειτουργίεσ και πρωτεΐνεσ, 

όπωσ οι υποδοχείσ ςυηευγμζνοι με G πρωτεΐνεσ, τουσ δίαυλουσ ιόντων, μεταγραφικά δίκτυα, 

ιοντοανταλλάκτεσ. Οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ Ca2+ και των δραςτικϊν ριηϊν οξυγόνου, ςυντονίηουν τθ 

ςθματοδότθςθ, θ οποία μπορεί να είναι είτε ωφζλιμθ είτε επιηιμια. ΢τισ νευροεκφυλιςτικζσ 

διαταραχζσ, διακυβεφονται τα κυτταρικά ςυςτιματα ρφκμιςθσ του Ca2+. Σο οξειδωτικό ςτρεσ, ο 

διαταραγμζνοσ ενεργειακόσ μεταβολιςμόσ και οι μεταβολζσ των πρωτεϊνϊν ςχετιηόμενεσ με νόςουσ, 

ζχουν ςαν αποτζλεςμα τθν αςβεςτο- εξαρτϊμενθ ςυναπτικι δυςλειτουργία, τθ μειωμζνθ πλαςτικότθτα 

και τον κυτταρικό κάνατο των νευρϊνων. Θ δυςλειτουργία τθσ ομοιόςταςθσ του Ca2+, είναι κακοριςτικι 
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για το κάνατο και τον εκφυλιςμό των εγκεφαλικϊν κυττάρων μετά από ιςχαιμικό αγγειακό εγκεφαλικό 

επειςόδιο, μακροχρόνιο νευροεκφυλιςμό ςτθ νόςο AD, PD, HD, ςκλιρυνςθ κατά πλάκασ, επιλθπτικι 

ςκλιρυνςθ [242]. Παρά το ευρφ φάςμα ςυμπτωμάτων αυτϊν των αςκενειϊν, υπάρχουν εντυπωςιακζσ 

ομοιότθτεσ ςτθ μοριακι πακογζνεςι τουσ, κακϊσ όλεσ περιλαμβάνουν τθ δυςλειτουργία τθσ 

ομοιόςταςθσ του Ca2+ και τθσ ςθματοδότθςθσ. Σο ανϊμαλο φορτίου του μπορεί να προκαλζςει το 

κάνατο του κυττάρου, ενεργοποιϊντασ πρωτεάςεσ, ενιςχφοντασ τα ςιματα που οδθγοφν ςτθν 

ενεργοποίθςθ καςπαςϊν ι ενεργοποιϊντασ άλλεσ καταβολικζσ διεργαςίεσ που διαμεςολαβοφνται από 

λιπάςεσ και νουκλεάςεσ [242]. 

1.4.2 Θ Aλλθλεπίδραςθ DA με τθν ASYN. 

 

Θ DA κεωρείται από πολλοφσ ερευνθτζσ ωσ μία πικανι ενδοτοξίνθ [243], θ οποία κατζχει ςθμαντικό 

ρόλο ςτον εκφυλιςμό των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων ςτθ PD. Υςτερα από τθ ςφνκεςι τθσ μπορεί να 

ακολουκιςει διαφορετικζσ μεταβολικζσ πορείεσ. Μπορεί να αποκθκευτεί ςε ςυναπτικά κυςτίδια μζςω 

του μεταφορζα VMAT, να υποςτεί οξειδωτικι απαμίνωςθ από τισ οξειδάςεσ των μονοαμινϊν, ΜΑΟ 

[244], και να αυτο-οξειδωκεί ςχθματίηοντασ νευρομελανίνθ, κουινόνεσ, ελεφκερεσ ρίηεσ και ενεργζσ 

μορφζσ οξυγόνου ROS [245].  

΢τισ απολιξεισ των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων, θ DA που ςυντίκεται αποκθκεφεται ςε ςυναπτικά 

κυςτίδια μζςω του VMAT-2 μεταφορζα. Μετά τθν απελευκζρωςι τθσ με εξωκυττάρωςθ, μπορεί να 

επαναπροςλθφκεί από το μεταφορζα τθσ DA, DAT (Dopamine Transporter), που εκφράηεται ςτθν 

πλαςματικι μεμβράνθ των προςυναπτικϊν άκρων των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων. ΢τθ ςυνζχεια θ DA 

αποικοδομείται ενηυμικά από τισ οξειδάςεσ μονοαμινϊν ΜΑΟ-Β. Από τα παραπάνω ςυμπεραίνουμε ότι 

θ ςυγκζντρωςθ τθσ ενδοκυτταρικισ DA εξαρτάται από τθν ποςότθτα του DAT υποδοχζα ςτθν 

πλαςματικι μεμβράνθ κακϊσ και του μεταφορζα VMAT-2 ςτα ςυναπτικά κυςτίδια. Όςο αυξάνεται θ 

ελεφκερθ DA ςτισ νευρωνικζσ απολιξεισ, τόςο αυξάνονται τα τοξικά παράγωγα και οι ROS από τθν 

οξείδωςθ τθσ DA [246]. 

Όπωσ προαναφζρκθκε, ςτουσ ντοπαμινεργικοφσ νευρϊνεσ τθσ μζλαινασ ουςίασ θ DA μεταβολίηεται 

μζςω ενηυμικισ απαμίνωςθσ από τισ οξειδάςεσ. Ωσ αποτζλεςμα, παράγεται υπεροξείδιο του 

υδρογόνου (H2O2) [247], το οποίο μετατρζπεται ςτθν ιδιαίτερα τοξικι ρίηα υδροξυλίου, ςε μια 

αντίδραςθ που καταλφεται από διςκενι ιόντα ςιδιρου ςυνδεδεμζνα με τθ νευρομελανίνθ [248]. 

Επίςθσ, θ DA μπορεί να υποβλθκεί ςε αυτο-οξείδωςθ παρουςία μοριακοφ οξυγόνου και να προκφψουν 

τοξικζσ κουινόνεσ, ρίηεσ υπεροξειδίων και H2O2. Αν το H2O2 δε μεταβολιςτεί από τθν υπεροξειδικι 

διςμουτάςθ, τότε μπορεί παρουςία οξειδίων του αηϊτου να ςχθματίςει κυτταροτοξικζσ 
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υπεροξυνιτρικζσ ρίηεσ [245]. Ζχει αναφερκεί ότι οι ελεφκερεσ ρίηεσ και θ οξειδωμζνθ DA επιταχφνουν 

και ςτακεροποιοφν το ςχθματιςμό των πρωτοϊνιδίων τθσ ASYN, προκαλϊντασ οξειδωτικό ςτρεσ με 

αποτζλεςμα τθν επιτάχυνςθ τθσ ςυςςωμάτωςισ τθσ ςε πρωτοϊνίδια [249]. ΢ε πειράματα ςυνζκφραςθσ 

τθσ μεταλλαγμζνθσ Α53Σ ASYN και τθσ τυροςινάςθσ (που ςχετίηεται με τθν παραγωγι κατεχολαμινϊν 

και τουσ μεταβολίτεσ τουσ) φάνθκε αφξθςθ των ςυςςωματωμάτων ASYN με αποτζλεςμα τθν πρόκλθςθ 

βλαβϊν ςτο DNA και απόπτωςθσ [250-252]. 

΢υμπεραςματικά, είναι πικανόν οι οξειδωμζνοι μεταβολίτεσ των κατεχολαμινϊν να είναι υπεφκυνοι 

για τθν τροποποίθςθ τθσ ASYN δθμιουργϊντασ τοξικά πρωτοϊνίδια, που ςφμφωνα με άλλεσ μελζτεσ 

μπορεί να ςυνδζονται ςτισ κυτταρικζσ μεμβράνεσ αυξάνοντασ τθ διαπερατότθτά τουσ. Ενδοκυτταρικά 

οργανίδια και ςυναπτικά κυςτίδια είναι πικανόν να είναι ςτόχοι τθσ δράςθσ ςυγκεκριμζνων 

πρωτοϊνιδίων. Θ διάρρθξθ των μεμβρανϊν ςυνεπϊσ οδθγεί ςε ζνα φαφλο κφκλο κακϊσ προωκεί 

επιπλζον τθν αφξθςθ τθσ κυτταροπλαςματικισ DA. Όςον αφορά τθ διάρρθξθ των μιτοχονδριακϊν 

μεμβρανϊν μπορεί να προκλθκεί μιτοχονδριακι ανεπάρκεια και άρα κυτταρικό κάνατο [246, 253]. ΢υν 

τοισ άλλοισ, είναι γνωςτό ότι θ ASYN αλλθλεπιδρά με τθν TH, τον μεταφορζα VMAT2 , τον μεταφορζα 

DA DAT, με τθν πρωτεΐνθ DJ-1 αλλά και με τθν AADC. Με βάςθ τισ παραπάνω παρατθριςεισ είναι 

κατανοθτό ότι θ ASYN κα μποροφςε να ςχετίηεται με τθν παραγωγι DA και κατά ςυνζπεια οξειδωτικοφ 

ςτρεσ ςτα κφτταρα. Επομζνωσ, θ μελζτθ των παραγόντων που ελζγχουν τθ ςφνκεςθ, τθν αποκικευςθ, 

τθν απελευκζρωςθ και τθν επαναπρόςλθψθ τθσ DA μποροφν να ςυνειςφζρουν ςτθ κεραπεία τθσ νόςου 

του PD. Θ αποκάλυψθ τθσ ακριβισ δράςθσ και ρφκμιςθσ τθσ DDC αναμζνεται να προςφζρει διεξόδουσ 

για κεραπευτικζσ προςεγγίςεισ περιςςότερο αποτελεςματικζσ, αλλά και με λιγότερεσ παρενζργειεσ. Θ 

ASYN ζχει προτακεί ότι ρυκμίηει τθν παραγωγι τθσ DA ςε καλλιζργειεσ κυττάρων μζςω τθσ 

αλλθλεπίδραςισ τθσ με τθν τυροςινικι υδροξυλάςθ. Θ υπερζκφραςθ τθσ ASYN ςε κυτταρικζσ 

καλλιζργειεσ, μειϊνει τθν ενεργότθτα του υποκινθτι τθσ ΣΘ, που οδθγεί με τθ ςειρά τθσ ςε μείωςθ των 

επιπζδων του mRNA και τθσ πρωτεΐνθσ τθσ ΣΘ [254]. Θ ASYN προςδζνεται με τθν ΣΘ, περιορίηει τθ 

φωςφορυλίωςθ τθσ, αναςτζλλοντασ τθν ενεργοποίθςθ τθσ, προωκϊντασ τθν ενεργότθτα τθσ 

πρωτεϊνικισ φωςφατάςθσ PP2A [255, 256]. Αντιςτρόφωσ, θ αποςιϊπθςθ τθσ ASYN οδθγεί ςε αυξθμζνθ 

φωςφορυλίωςθ τθσ ΣΘ και αφξθςθ τθσ ενεργότθτάσ τθσ [257]. Θ ASYN αλλθλεπιδρά επίςθσ και με τθν 

DDC. Ζχει αποδειχκεί ότι, θ υπερζκφραςθ τθσ ASYN μειϊνει τθν φωςφορυλίωςθ του ενηφμου και 

μειϊνει τθν ενεργότθτα του ςε ντοπαμινεργικά κυτταρικά μοντζλα πικανόν αυξάνοντασ τθν ενεργότθτα 

του PP2A [258]. Επιπλζον, μόλισ ςυντεκεί θ DA αμζςωσ ειςάγεται ςε κυςτίδια με τθ βοικεια του 

μεταφορζα VMAT2. Θ ASYN ρυκμίηει τθν λειτουργία των ςυναπτικϊν κυςτιδίων αυτϊν και τθν 

απελευκζρωςθ τθσ DA ςτθ ςυναπτικι ςχιςμι [259]. ΢υγκεκριμζνα, ζχουν προτακεί οι παρακάτω 
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αλλθλεπιδράςεισ: Όταν τα επίπεδα τθσ ASYN είναι μειωμζνα περιςςότερα κυςτίδια είναι διακζςιμα για 

ζκκριςθ και τα κυςτίδια ςτθ δεξαμενι ανακφκλωςθσ είναι μειωμζνα. ΢ε φυςιολογικά επίπεδα ASYN, 

αυτι ρυκμίηει τθν διακεςιμότθτα των κυςτιδίων ςτισ διαφορετικζσ δεξαμενζσ κακϊσ και τθν κυςτιδιακι 

ςφντθξθ. Όταν αντικζτωσ, τα επίπεδα τθσ φυςιολογικισ ι μεταλλαγμζνθσ (Α53Σ, Ε46Κ) ASYN είναι 

αυξθμζνα τότε επικρατεί μείωςθ τθσ ζκκριςθσ DA [260]. Επίςθσ, μελζτεσ ςε κυτταρικζσ καλλιζργειεσ 

ζχουν δείξει ότι θ ASYN είναι απαραίτθτθ για τθ γριγορθ ςτρατολόγθςθ του DAT υποδοχζα ςτθν 

κυτταρικι επιφάνεια, τθ μετακίνθςθ του μακριά από αυτιν αλλά και τθν ενίςχυςθ τθσ ικανότθτασ με 

τθν οποία ο υποδοχζασ επαναπροςλαμβάνει DA. Με αυτό τον τρόπο ρυκμίηεται το ντοπαμινεργικό 

ςιμα ςτθ ςφναψθ κακϊσ μζςω του υποδοχζα DAT, επαναπροςλαμβάνεται θ DA με ςυμμεταφορά Na+ 

και K+ [259, 261]. Αντικζτωσ, in vivo μελζτεσ ζχουν δείξει ότι δεν παρατθροφνται αλλαγζσ ςτθν 

επαναπρόςλθψθ τθσ DA  από τον υποδοχζα DAT ςε μφεσ που δεν εκφράηουν ASYN [262]. 

Θ επιλεκτικι απϊλεια των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων ςτθ PD, ζχει προτακεί ότι οφείλεται ςε 

ποικίλεσ κεωρίεσ. Μία από αυτζσ αποτελεί το γεγονόσ ότι οι ντοπαμινεργικοί νευρϊνεσ είναι 

περιςςότερο ευαίςκθτοι ςτο οξειδωτικό ςτρεσ λόγω του υψθλοφ μεταβολιςμοφ τουσ [263]. Θ ςυμβολι 

τθσ θλικίασ των αςκενϊν επίςθσ είναι κακοριςτικι, κακϊσ ζχουν βρεκεί αρκετζσ μιτοχονδριακζσ DNA 

ελλείψεισ ςτουσ ντοπαμινεργικοφσ νευρϊνεσ θλικιωμζνων αςκενϊν, κάτι που μπορεί να οδθγεί ςε 

δυςλειτουργία τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ των μιτοχονδρίων και άρα του μεταβολιςμοφ τθσ 

ενζργειασ, με αποτζλεςμα τον αυξθμζνο νευροεκφυλιςμό ςτθ ςυγκεκριμζνθ περιοχι του εγκεφάλου 

[264]. Άλλα χαρακτθριςτικά των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων που πικανόν ςυμβάλλουν ςτθν 

ευαιςκθςία που ζχουν ςτον κυτταρικό κάνατο είναι θ αυξθμζνθ ποςότθτα του DAT υποδοχζα ςε ςχζςθ 

με τον VMAT υποδοχζα με αποτζλεςμα τθν αυξθμζνθ επαναπρόςλθψθ τθσ DA ςτο κυτταρόπλαςμα που 

δεν ακολουκείται από αντίςτοιχθ αποκικευςθ ςε κυςτίδια, κάτι που οδθγεί ςε αυξθμζνθ τοξικότθτα 

[265, 266]. Επιπλζον, χαρακτθριςτικό των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων είναι ο μεταφορζασ αςβεςτίου 

CaV1.3 Ca+2 ο οποίοσ δθμιουργεί ζναν αυτόνομο ρυκμό ςφνκεςθσ DA κακϊσ τα ιόντα αςβεςτίου 

ενεργοποιοφν τθ ςφνκεςι τθσ [267]. Θ δυςλειτουργία τθσ ASYN μπορεί να οδθγεί ςε ανωμαλίεσ ςτο 

μεταβολιςμό των κυςτιδίων, με αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ κυτταροπλαςματικισ DA που ςυντίκεται 

αλλά και τθσ μείωςθσ ειςαγωγισ τθσ ςε κυςτίδια. Αυτό ζχει ςα ςυνζπεια, τθν αφξθςθ τοξικϊν ενεργϊν 

ριηϊν και το νευροεκφυλιςμό των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων. Μια ςειρά από in vitro μελζτεσ ζχουν 

δείξει ότι θ DA μπορεί να ρυκμίηει τθν ςυςςϊρευςθ τθσ ASYN, όταν θ ςτοιχειομετρία ASYN-DA είναι 1:1.  

Θ DA προκαλεί τθ ςυςςϊρευςθ τόςο τθσ αγρίου τφπου όςο και τθσ μεταλλαγμζνθσ μορφισ Α53Σ ASYN 

με μια διαδικαςία που εξαρτάται από τθ κερμοκραςία. Θ μεταλλαγμζνθ μορφι Α53Σ ζχει αυξθμζνθ 

τάςθ ςυςςϊρευςθσ παρουςία DA, όπωσ ζχει δειχκεί από μελζτεσ ςε κφτταρα του ανκρϊπινου 
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νευροβλαςτϊματοσ. Επιπλζον, θ ταυτόχρονθ ςυνζκφραςθ ASYN και τυροςινικισ υδροξυλάςθσ (ΣΘ) ςε 

κφτταρα τφπου SH-SY5Y, προκάλεςε αφξθςθ ςτα κυτοςολικά επίπεδα DA. Σο γεγονόσ αυτό, είχε ςαν 

αποτζλεςμα τθ δθμιουργία ενδοκυτταρικϊν διαλυτϊν ολιγομερϊν ενδιάμεςων μορφϊν ASYN, τα οποία 

ωςτόςο δεν οδθγοφν ςε τοξικότθτα. Τπό ακακόριςτεσ ςυνκικεσ θ ASYN ςυςςωρεφεται ςε μικρά 

ολιγομερι και πρωτοϊνίδια, τα οποία επιμθκφνονται δθμιουργϊντασ ινίδια του αμυλοειδοφσ. Ζπειτα 

από τθν προςκικθ DA, τα ινίδια του αμυλοειδοφσ αποδιοργανϊνονται με αποτζλεςμα τθ δθμιουργία 

διαλυτϊν ολιγομερϊν. Επίςθσ, θ DA μπορεί να οδθγιςει ςτθ δθμιουργία ολιγομερϊν ASYN που είναι 

ανκεκτικά ςε SDS και είναι ενδιάμεςα τθσ δθμιουργίασ ινιδίων του αμυλοειδοφσ.  Ωςτόςο, αυξθμζνθ 

ζκκεςθ ςε DA οδθγεί ςτο ςχθματιςμό ινιδίων ASYN τα οποία είναι αςτακι. Δεν είναι ακόμα πλιρωσ 

κατανοθτό το τι προκαλεί τθ δθμιουργία των ινιδίων, αλλά προτείνεται ότι είτε θ DA και τα οξειδωτικά 

ενδιάμεςα τθσ είτε τα ολιγομερι ASYN- DA, ζχουν τθ δυνατότθτα να δομοφν αργά και ςταδιακά ινίδια 

του αμυλοειδοφσ [88]. O μοριακόσ μθχανιςμόσ με τον οποίο θ DA αλλθλεπιδρά με τθν ASYN 

επθρεάηοντασ τθ ςυςςϊρευςθ τθσ παραμζνει αδιευκρίνιςτοσ. Είναι πικανόν ότι τα προϊόντα ςφντθξθσ 

DA- ASYN  που δθμιουργοφνται  παρεμποδίηουν τθν μετατροπι των ολιγομερϊν ςε ινίδια με 

αποτζλεςμα τθ ςυςςϊρευςθ διαλυτϊν ολιγομερϊν. Αντικζτωσ, άλλεσ ζρευνεσ ζχουν αποτφχει να 

εντοπίςουν ςθμαντικά επίπεδα προϊόντων DA-ASYN. Τποςτθρίηουν ότι ζνα μοτίβο (125YEMPS129) ςτο 

C-τελικό άκρο τθσ ASYN είναι ςθμαντικό για τθν αναςτολι τθσ δθμιουργίασ ινιδίων από τθ DA, κάτι που 

αποδεικνφεται με πειράματα αφαίρεςθσ του μοτίβου ι μεταλλαγι εντόσ του μοτίβου τθσ ASYN που 

είχε ωσ αποτζλεςμα ανάκτθςθ τθσ δυνατότθτασ δόμθςθσ ινιδίων του αμυλοειδοφσ ASYN παρουςία DA 

[88]. 

1.4.3 ΢χζςθ DA και AD. 

 
Όπωσ ιδθ ζχει αναφερκεί, εγκζφαλοι με AD εμφανίηουν μια ςειρά από ςυμπτϊματα που ζχουν ωσ 

αποτζλεςμα τθ γνωςτικι εξαςκζνθςθ, κακϊσ και ιςτοπακολογικά ευριματα που ςχετίηονται με 

παρκινςονιςμό. Ωσ εκ τοφτου, περίπου το 35 με 40% των αςκενϊν με AD εμφανίηουν ςυν τοισ άλλοισ 

και εξωπυραμιδικά ςυμπτϊματα, δθλαδι διαταραχζσ κινθτικότθτασ που ςυμπεριλαμβάνουν δυςτονία, 

παρκινςονιςμό, βραδυκινθςία, τρόμο και δυςκινθςία. Θ παρατιρθςθ αυτι, υποςτθρίηει τθ κεωρία ότι 

οι ντοπαμινεργικοί νευρϊνεσ υφίςτανται εκφυλιςτικζσ μεταβολζσ κατά το μθχανιςμό πακογζνεςθσ τθσ 

AD [268]. Παρατθρικθκαν αρκετζσ πακολογικζσ αλλαγζσ ςτουσ νευρϊνεσ τθσ ςυμπαγοφσ μοίρασ τθσ 

μζλαινασ ουςίασ, όπωσ νευροϊνιδιακοί κόμβοι, πλάκεσ του αμυλοειδοφσ, απϊλεια μυελίνθσ ςτουσ  

νευράξονεσ και ςτουσ δενδρίτεσ, νευρωνικόσ κάνατοσ, κακϊσ και μείωςθ των επιπζδων DA. Οι αλλαγζσ 
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αυτζσ προτείνουν τθ ςαφι εμπλοκι τθσ DA ςτθν πακοφυςιολογία τθν γνωςτικισ εξαςκζνθςθσ και των 

μθ- γνωςτικϊν ςυμπτωμάτων που ςχετίηονται με τθν AD [223].  

Οι διάφοροι τφποι εγκεφαλικϊν κυττάρων, φαίνεται να επιδεικνφουν διαφορετικι ευαιςκθςία ςτα 

επίπεδα τοξικότθτασ του Aβ. Σα χολινεργικά κφτταρα αποτελοφν τα πιο ευαίςκθτα και τα ςεροτονεργικά 

ακολουκοφν. Αντικζτωσ, τα GABA- εργικά κφτταρα φαίνεται είναι τα λιγότερο ευάλωτα ςτθν πακολογία 

των ολιγομερϊν. Οι ντοπαμινεργικοί νευρϊνεσ ζχουν πολλζσ αλλθλεπιδράςεισ με τα Αβ πεπτίδια, γι’ 

αυτό το λόγο δείχνουν μια ενδιάμεςθ κατάςταςθ ευαιςκθςίασ ςε αυτά [269, 270]. Όπωσ ιδθ 

αναφζρκθκε, το ντοπαμινεργικό ςφςτθμα υποβάλλεται ςε βιοχθμικζσ τροποποιιςεισ κατά τθ διάρκεια 

τθσ διαδικαςίασ τθσ φυςιολογικισ γιρανςθσ. Μερικά από τα πιο ςυχνά χαρακτθριςτικά ενόσ εγκεφάλου 

ςε κατάςταςθ γιρανςθσ είναι θ μειωμζνθ απελευκζρωςθ DA από τισ απολιξεισ των νευρϊνων, θ 

μειωμζνθ ζκφραςθ των ντοπαμινεργικϊν υποδοχζων και ςυγκεκριμζνα των D2, κακϊσ και του 

μεταφορζα τθσ DA, DAT ςε μια δομι των βαςικϊν γαγγλίων, ςτον ιππόκαμπο και ςτο μετωπιαίο λοβό 

[271]. ΢τθ ςυνζχεια, θ ςυςχζτιςθ με τθ φυςιολογικά μειωμζνθ ζκλυςθ γλουταμινϊν από το μετωπιαίο 

και προμετωπιαίο λοβό, τον ιππόκαμπο και τθν αμυγδαλι, προκαλεί περαιτζρω μείωςθ τθσ 

απελευκζρωςθσ τθσ DA, ζχοντασ ςαν αποτζλεςμα τθν απάκεια, διαταραχζσ ςτο βάδιςμα και μείωςθ 

των εκτελεςτικϊν λειτουργιϊν, χαρακτθριςτικά τα οποία ςυναντϊνται ςε θλικιωμζνουσ και ςε αςκενείσ 

με AD. Ζχει προτακεί, πωσ τα χαρακτθριςτικά αυτά, είναι ςυνζπειεσ βλάβθσ τθσ μεταβίβαςθσ τθσ DA 

[272]. Ωσ εκ τοφτου, οι πικανζσ διακυμάνςεισ του νευροδιαβιβαςτι τθσ DA, είναι ςε άμεςο ςυςχετιςμό 

με τουσ μθχανιςμοφσ που εμπλζκονται ςτθν ζκπτωςθ των γνωςτικϊν λειτουργιϊν. Όςο πιο νωρίσ 

εμφανιςτεί θ βλάβθ αυτι, τόςο πιο ραγδαία κα είναι θ ζκπτωςθ τθσ γνωςτικισ λειτουργίασ. Δεδομζνα 

από ζρευνεσ ςε διαγονιδιακά ποντίκια, υπογραμμίηουν τθν άμεςθ διαςφνδεςθ τθσ ντοπαμινεργικισ 

πακολογίασ και τθσ εναπόκεςθσ των Αβ ολιγομερϊν. Θ διαςφνδεςθ αυτι αποτελεί αιτιολογία 

δυςλειτουγίασ τθσ ντοπαμινεργικισ δράςθσ [273]. Θ επαναπρόςλθψθ τθσ DA εμπλζκεται ςτθ 

διαδικαςία τθσ μνιμθσ και τθσ μάκθςθσ ςε πειραματικά μοντζλα AD μυϊν. Θ παρατιρθςθ αυτι 

ενιςχφει τθν υπόκεςθ τθσ εμπλοκισ τθσ DA ςε γνωςτικζσ λειτουργίεσ [274]. Άλλεσ μελζτεσ ζχουν 

ςυςχετίςει τον προςτατευτικό ρόλο τθσ DA ςτον εγκζφαλο και τθσ ζχουν αποδοκεί αντι- 

αμυλοειδογόνεσ και αντιοξειδωτικζσ ιδιότθτεσ ςε εγκεφάλουσ μυϊν [275]. Πρόςφατα μελζτεσ ςε 

εγκεφάλουσ με AD, αναφζρουν αξιοςθμείωτθ μειωμζνθ ζκφραςθ και των δφο υποτφπων των DA 

υποδοχζων (D1 και D2) ςτον προμετωπιαίο φλοιό και ςτον ιππόκαμπο [276, 277]. Επιπλζον, ςτον 

επικλινι πυρινα παρατθρικθκε μειωμζνθ ζκφραςθ των υποδοχζων, κυρίωσ του D2, του μεταφορζα 

τθσ DA, DAT, κακϊσ και τθσ υδροξυλάςθσ τθσ τυροςίνθσ [278-281]. Επιπλζον, ςε πρόςφατεσ μελζτεσ 

απεικόνιςθσ, παρατθρικθκε ατροφία αυτοφ του πυρινα ςε μια ομάδα αςκενϊν με κακυςτερθμζνθ 
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ζναρξθ τθσ AD, αλλά όχι ςε αςκενείσ με πρϊιμθ ζναρξθ AD [282]. Οι θλεκτροφυςιολογικζσ μελζτεσ που 

διεξιχκθςαν ςε αςκενείσ με AD, ζδειξαν απροςδόκθτεσ κετικζσ επιδράςεισ των ντοπαμινεργικϊν 

φαρμάκων ςε μθχανιςμοφσ φλοιϊδουσ νευροδιαβίβαςθσ και ςυναπτικισ πλαςτικότθτασ, κακϊσ και ςτισ 

γνωςτικζσ επιδόςεισ, υποδθλϊνοντασ πικανζσ κεραπευτικζσ επιδράςεισ για αυτά τα φάρμακα ςτθ 

κεραπεία τθσ AD [223, 283, 284].  

Τπάρχουν δφο πικανοί πακογενετικοί μθχανιςμοί που κα μποροφςαν να είναι υπεφκυνοι για τθν 

ντοπαμινεργικι δυςλειτουργία ςτισ πρϊιμεσ φάςεισ τθσ νόςου. Σα πεπτίδια του αμυλοειδοφσ 

προκαλοφν πακογζνεςθ ςτθ ςυναπτικι πλαςτικότθτα με αλλαγζσ ςτθν ζκκριςθ γλουταμικοφ, 

εξαςκζνθςθ τθσ μακροχρόνιασ μνιμθσ, μακροχρόνια κατάκλιψθ. Επίςθσ, ενεργοποιοφν ενηυμικζσ 

οδοφσ, που οδθγοφν ςτθν απόπτωςθ και τον κυτταρικό κάνατο [285]. Όλα τα παραπάνω γεγονότα 

λαμβάνουν μζροσ ςτισ γλουταμινεργικζσ ςυνάψεισ. Δεδομζνα υποςτθρίηουν πωσ, οι αλλαγζσ αυτζσ 

μποροφν να γίνουν και ςτουσ χολινεργικοφσ νευρϊνεσ, το οποίο κα είχε ςαν αποτζλεςμα τθ 

δυςλειτουργία του φυςιολογικοφ μεταβολιςμοφ των κυττάρων, τθσ ςφνκεςθσ του μεταφορζα, μζχρι και 

το νευροεκφυλιςμό [286, 287]. Πολλζσ επιπτϊςεισ των ολιγομερϊν του αμυλοειδοφσ αφοροφν και τουσ 

νικοτινικοφσ υποδοχείσ [288]. Οι νευρικοί νικοτινικοί υποδοχείσ ακετυλοχολίνθσ (nAchR) εντοπίηονται 

ςτο προςυναπτικό άκρο, όπου ρυκμίηουν τθ νευροδιαβίβαςθ [289]. Ο κφριοσ ρόλοσ των nAchR ςτον 

εγκζφαλο, είναι να επιτρζπουν ςτθν ακετυλοχολίνθ να ςυμμετζχει ςτθν προςοχι, τθ μάκθςθ και τθ 

μνιμθ, μζςω των α4β2 και α7 υπομονάδων τουσ. Οι υπομονάδεσ αυτζσ εντοπίηονται ςυν τοισ άλλοισ 

και ςε ντοπαμινεργικοφσ νευρϊνεσ. Ο εντοπιςμόσ των α7nAchR ςτο προςυναπτικό άκρο, αυξάνει τθν 

πικανότθτα τθσ απελευκζρωςθσ νευροδιαβιβαςτϊν, ενϊ ο εντοπιςμόσ τουσ ςτο μεταςυναπτικό άκρο 

ενεργοποιεί μεταβολικά μονοπάτια μζςω αφξθςθσ των επιπζδων Ca2+, τα οποία ςχετίηονται με τθν 

νευρωνικι ομοιόςταςθ, τθ ςυναπτικι πλαςτικότθτα, τθ μάκθςθ και τθ μνιμθ [290]. Ζχει προτακεί πωσ 

πεπτίδια του αμυλοειδοφσ ζχουν τθν ικανότθτα να προςδζνονται ςτουσ α7nAchR [291]. Θ ιςχυρι αυτι 

αλλθλεπίδραςθ, μπορεί να προκαλζςει ενδοκυτταρικι αφξθςθ των επιπζδων του Ca2+, κακϊσ και τθν 

ενεργοποίθςθ του καταρράκτθ ERK- MPK. Οι δφο αυτζσ ςυνζπειεσ τθσ αλλθλεπίδραςθσ του Αβ με τουσ  

α7nAchR, επιδροφν ςτθ ρφκμιςθ τθσ λειτουργίασ των ςυνάψεων ςτουσ νευρϊνεσ του ιπποκάμπου, 

κακϊσ και ςτθ μνιμθ και τθ μάκθςθ. Αντικζτωσ, θ παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε πεπτίδια του αμυλοειδοφσ, 

μπορεί να αντιςτρζψει το κετικό αυτό αποτζλεςμα και να οδθγιςει ςτθ μείωςθ των νευρικϊν 

ςυνάψεων και ςτθν εξαςκζνθςθ τθσ μνιμθσ και τθσ μάκθςθσ [292]. Από το τελευταίο, ςυμπεραίνεται 

πωσ θ δυςλειτουργία τθσ DA, τουλάχιςτον ςτα πρϊιμα ςτάδια τθσ AD, κα μποροφςε να είναι ςυνζπεια 

τθσ παραγωγισ Αβ πεπτιδίων και τθσ παρατεταμζνθσ αλλθλεπίδραςθσ με τουσ α7nAchR. Ζτςι, θ 

παρατεταμζνθ ζκκεςθ ςε Αβ, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ μείωςθ τθσ απελευκζρωςθσ του γλουταμικοφ και 
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του GABA. ΢α ςυνζπεια αυτοφ είναι θ μείωςθ τθσ πικανότθτασ ζκλυςθσ DA ςτον προμετωπιαίο λοβό και 

τον ιππόκαμπο και τελικά, τθν εξαςκζνθςθ τθσ προςοχισ, τθσ μνιμθσ και των εκτελεςτικϊν 

λειτουργιϊν. ΢τθ ςυνζχεια, θ προοδευτικι μείωςθ τθσ απελευκζρωςθσ γλουταμικοφ, κα μείωνε και το 

ερζκιςμα για τθν απελευκζρωςθ τθσ DA ςτον επικλινι πυρινα, που ζχει ςα ςυνζπεια τθν απάκεια και 

τθν υποκινθτικότθτα [293]. ΢ε μεταγενζςτερα ςτάδια, θ παρατεταμζνθ δυςλειτουργία των νικοτινικϊν 

υποδοχζων ςτθ μζλαινα ουςία και θ απενεργοποίθςθ τθσ οδοφ ERK- MAPK, ευνοεί τθν 

υπερφωςφορυλίωςθ τθσ κυτταροςκελετικισ πρωτεΐνθσ tau, με νευροεκφυλιςμό και κυτταρικό κάνατο.  

Μία εναλλακτικι υπόκεςθ προζρχεται από μελζτεσ που αφοροφν τθν εςφαλμζνθ πτφχωςθ  και τθν 

πακολογικι ςυςςϊρευςθ πρωτεϊνϊν. Πρόςφατα αποδείχκθκε, πωσ τα αμυλοειδι επάγουν τθ 

ςυςςωμάτωςθ και άλλων πρωτεϊνϊν αλλθλεπιδρϊντασ μεταξφ τουσ, όπωσ θ ASYN. Θ ςυςςωμάτωςθ 

που προκαλείται από αυτι τθν αλλθλεπίδραςθ, ζχει ςα ςυνζπεια το ςχθματιςμό δομϊν, τα οποία με τθ 

ςειρά τουσ, κα ςχθματίςουν κανάλια διαπερατά από ιόντα, ιδιαίτερα για το Ca2+, το οποίο όπωσ ζχει 

αναφερκεί παίηει ρόλο ςτουσ μθχανιςμοφσ νευροεκφυλιςμοφ [294].   

Επιπλζον, ζρευνεσ πραγματοποιικθκαν ςε Tg2576 διαγονιδιακά ποντίκια, τα οποία υπερκφράηουν 

τθν ανκρϊπινθ πρωτεΐνθ APP695 με τθν μετάλλαξθ “Swedish”, θ οποία εμφανίηει ςυμπεριφορικζσ και 

ιςτοπακολογικζσ ανωμαλίεσ που προςομοιάηουν ςτθν πρϊιμθ μορφι τθσ AD. ΢τουσ εγκεφάλουσ των 

αυτϊν των διαγονιδιακϊν μυϊν, παρατθρικθκε απϊλεια ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων ςτθν κοιλιακι 

καλυπτρικι περιοχι ςτθν πρϊιμθ μορφι τθσ νόςου, πριν τθν εμφάνιςθ των αμυλοειδικϊν πλακϊν, ςε 

αντίκεςθ με τον ιππόκαμπο που δεν παρατθρικθκε κυτταρικόσ κάνατοσ. Θ προοδευτικι εκφφλιςθ των 

ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθ μειωμζνθ εκροι DA ςτον ιππόκαμπο και ςτον 

επικλινι πυρινα, κάτι το οποίο επθρεάηει τθ ςυναπτικι πλαςτικότθτα, τθν απόδοςθ τθσ μνιμθσ και τθ 

διαδικαςία τθσ ανταμοιβισ [295]. Αυτζσ οι παρατθριςεισ, κα μποροφςαν να ςυνδεκοφν με τθν κλινικι 

ντοπαμινεργικι ςυμπτωματολογία, θ οποία περιλαμβάνει τθν απάκεια ι τθν ανθδονία. Σα 

χαρακτθριςτικά αυτά, ζχουν προτακεί να αυξάνουν τον κίνδυνο για AD [296-298], διότι ςχετίηονται με 

το φορτίο του Aβ.  

 ΢υνοψίηοντασ, οι πακογενετικοί μθχανιςμοί νευροεκφυλιςμοφ που ςχετίηονται με τθ βιοχθμεία 

τθσ DA, ςυνδζονται με τθν απϊλεια γνωςτικϊν λειτουργιϊν και νευρωνικό κάνατο. Σο γεγονόσ αυτό 

δίνει ζμφαςθ ςτθν εμπλοκι του νευροδιαβιβαςτι τθσ DA ςτουσ βαςικοφσ μθχανιςμοφσ ανάπτυξθσ 

νευροεκφυλιςτικϊν νόςων.  
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1.5 AD vs. PD . 

 

΢θμειϊνεται, ότι θ DA, όπωσ αναφζρκθκε, διακατζχει ενεργό ρόλο ςτθ PD, αλλά υπάρχουν πλζον 

πλθκϊρα δεδομζνων, τα οποία ςυνδζουν τθν ντοπαμινεργικι δυςλειτουργία με τουσ πακογενετικοφσ 

μθχανιςμοφσ τθσ AD. Οι νευροεκφυλιςτικζσ νόςοι ςπάνια κα αποδοκοφν ςε μετάλλαξθ ςε ζνα μόνο 

γονίδιο. Θ αιτιοπακολογία των νευροεκφυλιςτικϊν νόςων, όπωσ τθσ AD και PD, αποτελείται από μια 

πλθκϊρα βιοχθμικϊν, κυτταρικϊν, γενετικϊν, επιγενετικϊν και περιβαλλοντικϊν παραγόντων. Θ 

ερμθνεία όμωσ, του τεράςτιου όγκου νζων δεδομζνων που προζρχεται από τθ χριςθ νζων τεχνολογιϊν 

αποςαφινιςθσ των παραπάνω μοριακϊν μθχανιςμϊν, παραμζνει μια ιςχυρά μελλοντικι πρόκλθςθ για 

τθν εξακρίβωςθ του ςαφι ρόλου των εμπλεκόμενων μορίων, που ευκφνονται για τισ δυςλειτουργίεσ 

που οδθγοφν ςτο νευρωνικό κάνατο [9]. 

Παρά το γεγονόσ ότι οι δφο νόςοι ζχουν ξεχωριςτοφσ μοριακοφσ μθχανιςμοφσ αιτιολογίασ, αφοροφν 

διαφορετικζσ περιοχζσ του εγκεφάλου και παρουςιάηουν διαφορετικά κλινικά χαρακτθριςτικά, ζχουν 

μεγάλθ αλλθλοεπικάλυψθ ςτθν πακολογία, ςτουσ γενετικοφσ παράγοντεσ επικινδυνότθτασ και ςτουσ 

μθχανιςμοφσ νευροεκφυλιςμοφ (Πίνακασ 4.1) [9, 299]. Για παράδειγμα, θ ςυςςϊρευςθ τθσ ASYN και θ 

πακολογία των ςωματίων Lewy, χαρακτθριςτικά τθσ PD, είναι παρόντα και ςε ανκρϊπινουσ εγκεφάλουσ 

με AD και εμπλζκονται ςτο ςχθματιςμό ανϊμαλων ςυνάψεων [300, 301]. Επίςθσ, αρκετζσ μελζτεσ 

ζχουν εντοπίςει πολυμορφιςμοφσ (SNPs) ςτο γενετικό τόπο MAPT, που ςχετίηεται με τισ PD και AD, 

γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι ζνασ κοινόσ γενετικόσ παράγοντασ μπορεί να υποβάλει ζνα άτομο ςε 

κίνδυνο για αμφότερεσ τισ αςκζνειεσ [302]. Άλλεσ γενετικζσ παραλλαγζσ, ςυμπεριλαμβανομζνων των 

PON1, GSTO και NEDD9, οι οποίεσ ζχουν ςυςχετιςτεί με τον κίνδυνο PD και AD, επιβεβαιϊνουν τθ 

γενετικι επικάλυψθ μεταξφ τουσ [299]. Δεν αποτελεί ζκπλθξθ, οι μθχανιςμοί που ςχετίηονται με το 

οξειδωτικό ςτρεσ, τθ νευροφλεγμονι, τθ διαταραχι ςτθ ςθματοδότθςθ τθσ ινςουλίνθσ, τθ 

μιτοχονδριακι δυςλειτουργία, τθν ανιςορροπία τθσ ομοιόςταςθσ του ςιδιρου, κακϊσ και τουσ 

νικοτινικοφσ υποδοχείσ, να εμπλζκονται ςτθν πακογζνεςθ τθσ AD και PD [299]. Μια ςυςτθμικι 

προςζγγιςθ, ζδειξε πωσ μερικoί πολυμορφιςμοί τθσ PD (cisSNPs, cis- acting SNPs), ςυςχετίςτθκαν με 

τουσ γενετικοφσ τόπουσ CRHR1, LRRC37A4 και MAPT που βρίςκονται ςτο χρωμόςωμα 17q21 και 

υποδθλϊνουν κίνδυνο για AD [303]. Επιπλζον, οριςμζνα γνωςτά γονίδια, τα οποία ιδθ ζχουν ςυνδεκεί 

με τισ αςκζνειεσ AD και PD και επτά άγνωςτα γονίδια που ςυμπεριλαμβάνουν τα ROS1, FMN1 ATP8A2, 

SNORD12C, ERVK10, PRS και C7ORF49, ίςωσ ςυςχετίηονται και με τισ δφο αςκζνειεσ [304]. Ακόμθ, 

ταυτοποιικθκαν και γονίδια που ςχετίηονται με τθν DNA επιδιόρκωςθ, το μεταβολιςμό του RNA και το 

μεταβολιςμό τθσ γλυκόηθσ ςε AD και ςε PD [305]. 
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Πίνακασ 4.1: Κοινοί μθχανιςμοί ςε AD και PD 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΢ΚΟΠΟ΢ ΣΘ΢ ΜΕΛΕΣΘ΢ 
 

Όπωσ ζχει πρωτοαναφερκεί με λεπτομζρεια, οι δφο νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ του ΚΝ΢ AD και 

PD, ςχετίηονται με τθ γιρανςθ και χαρακτθρίηονται από κεμελιϊδθ βιοχθμικι δυςλειτουργία 

πλθκυςμϊν νευρϊνων, με τελικό αποτζλεςμα τον κυτταρικό κάνατο. Θ περίπλοκθ ςχζςθ βιοχθμικϊν 

και μοριακϊν αλλοιϊςεων, οι οποίεσ μπορεί να προκαλοφνται μζςω τθσ πολυδιάςτατθσ και 

πολυςφνδετθσ αλλθλεπίδραςθσ του γενετικοφ υποβάκρου και του περιβάλλοντοσ, κεωρείται ότι 

αποτελεί τθν αιτιοπακολογία του νευροεκφυλιςμοφ.  

Θ AD, είναι θ πιο ςυνθκιςμζνθ αιτία τθσ άνοιασ και χαρακτθρίηεται από προοδευτικι ζκπτωςθ τθσ 

νοθτικισ λειτουργίασ και απϊλεια νευρϊνων που ςυνοδεφεται από το ςχθματιςμό εξωκυττάριων 

πλακϊν του αμυλοειδοφσ (Αβ) και ενδοκυττάριων νευροϊνιδιακϊν κόμβων (NTFs) 

υπερφωςφορυλιωμζνθσ tau. Σο Αβ προζρχεται από τθν ενηυμικι πρωτεόλυςθ από εκκριτάςεσ (β και γ 

εκκριτάςθ) ενόσ πρόδρομου μεγαλφτερου μορίου. Σο αρχικό αυτό πρόδρομο μόριο είναι μια 

διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ θ APP. Θ πρωτεΐνθ tau προςδζνεται και ςτακεροποιεί τουσ μικροςωλθνίςκουσ 

ςτθν φυςιολογικι τθσ μορφι, αλλά θ υπερφωςφορυλίωςι τθσ οδθγεί ςε ςυςςϊρευςθ τθσ και ςε 

ςχθματιςμό νευροϊνιδιακϊν κόμβων, με αποτζλεςμα να αποςτακεροποιοφνται οι μικροςωλθνίςκοι και 

να κζτει ςε κίνδυνο τθν νευρωνικι λειτουργία. Εκτιμάται πωσ αφορά περίπου 47 εκατομμφρια 

ανκρϊπων παγκοςμίωσ με τεράςτιεσ επιπτϊςεισ ςτθν υγεία, τθν κοινωνία και τθν οικονομία. Εκτιμάται 

πωσ θ ετιςια δαπάνθ για τθ AD, ανζρχεται ςτα 605 διςεκατομμφρια δολάρια. Μζχρι ςτιγμισ, δεν 

υπάρχει κάποια κεραπεία, θ οποία εμποδίηει ι επιβραδφνει τθν πρόοδο τθσ αςκζνειασ [48].  

Θ PD είναι μια κφρια νευροεκφυλιςτικι νόςοσ, θ οποία χαρακτθρίηεται από εκτεταμζνθ  

ςυςςϊρευςθ τοξικϊν μορφϊν ASYN ςτουσ ντοπαμινεργικοφσ νευρϊνεσ τθσ μζλαινασ ουςίασ του 

εγκεφάλου. Ωσ  αποτζλεςμα, επζρχεται ο κάνατοσ τουσ και ςθμειϊνεται θ παρουςία ζγκλειςτων 

πρωτεϊνικϊν ςωματίων Lewy ςτουσ επιηϊντεσ νευρϊνεσ. Ο νευροδιαβιβαςτισ DA ςχετίηεται ςε μεγάλο 

βακμό με τθν πακογζνεςθ τθσ νόςου κακϊσ τα μειωμζνα επίπεδα του είναι αυτά που οδθγοφν ςτθν 

εμφάνιςθ των κινθτικϊν ςυμπτωμάτων. Σα αυξθμζνα επίπεδα τθσ ASYN ευκφνονται για τθ μετάδοςθ 

τθσ πακολογίασ τθσ νόςου. Οι ελαττωματικζσ και μθ ορκά πτυχωμζνεσ πρωτεΐνεσ που δεν 

αξιοποιοφνται από το κφτταρο δθμιουργοφν ςυςςωματϊματα και απομακρφνονται μζςω  των 

ςυςτθμάτων αποικοδόμθςθσ, το ςφςτθμα ουβικιτίνθσ-πρωτεαςϊματοσ και το ςφςτθμα αυτοφαγίασ και 

λυςοςϊματοσ. Θ δράςθ τουσ είναι ςθμαντικι για τθν κατανόθςθ των μθχανιςμϊν που οδθγοφν ςτθν 

εξζλιξθ τθσ πακογζνειασ. Εκτιμάται ότι, 10 εκατομμφρια άνκρωποι πάςχουν από PD. Ο ςυνδυαςμόσ 

άμεςων και ζμμεςου κόςτουσ για τθ νόςο, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ κεραπείασ, κοινωνικισ 



71 
 

αςφάλιςθσ και απϊλειασ ειςοδιματοσ λόγω ανικανότθτασ εργαςίασ, ανζρχεται ςτα 25 διςεκατομμφρια 

ςτισ Θ.Π.Α ετθςίωσ. 

Θ ειςαγωγι των μεκόδων απεικόνιςθσ του εγκεφάλου επζτρεψε τθν παρακολοφκθςθ τθσ εξζλιξθσ 

των νόςων ςε αςκενείσ εν ηωι. Επιπλζον, οι τεχνολογίεσ υψθλισ απόδοςθσ, όπωσ θ μεταγραφωματικι, 

θ πρωτεομικι, μεταβολομικι και οι υπολογιςτικζσ προςεγγίςεισ, επιτρζπουν τθν αξιολόγθςθ των 

βιολογικϊν ςυςτθμάτων και των ςυμπεριφορϊν τουσ, επιτρζποντασ τθ διεξαγωγι ερευνϊν ςε επίπεδο 

ςυςτιματοσ [306]. Από τθν άλλθ πλευρά, θ δυνατότθτα που αποκτικθκε πρόςφατα, να παράγονται 

επαγϊμενα πολυδφναμα βλαςτοκφτταρα από ανκρϊπινουσ ιςτοφσ κατζςτθςε δυνατι τθν παραγωγι 

κυτταρικϊν ςειρϊν ειδικϊν για μια αςκζνεια, αναπαράγοντασ ανκρϊπινα μοντζλα αςκενειϊν. Ωσ εκ 

τοφτου αποδεικνφεται διαρκϊσ, ότι πολλζσ νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ δεν είναι απλϊσ αςκζνειεσ 

των νευρϊνων που πεκαίνουν. Πολλά, μθ νευρικισ προζλευςθσ κφτταρα, όπωσ τα κφτταρα γλοίασ, τα 

οποία είναι ςε αφκονία ςτον εγκζφαλο και ςτο ΚΝ΢, διαδραματίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτισ αςκζνειεσ 

[307]. Παρά το γεγονόσ ότι, οι δφο αςκζνειεσ ζχουν διαφορετικά κλινικά και ιςτοπακολογικά 

χαρακτθριςτικά, μοιράηονται πολλοφσ κοινοφσ μοριακοφσ και βιοχθμικοφσ μθχανιςμοφσ πακογζνειασ. 

Για παράδειγμα, τθν ζκφραςθ και τθ λειτουργία τθσ ASYN και τθσ πρωτεΐνθσ  tau, μθχανιςμοφσ το 

οξειδωτικοφ ςτρεσ, τθσ μιτοχονδριακισ λειτουργίασ, τθσ επίδραςθσ του ςιδιρου και τθν εμπλοκι του 

υπομζλανα τόπου. Οι κοινοί πακογενετικοί μθχανιςμοί των δφο αςκενειϊν, υποςτθρίηονται από 

πολυάρικμεσ πειραματικζσ προςεγγίςεισ που πραγματοποιοφνται μζςω βιοχθμικϊν, γενετικϊν και 

μοριακϊν μελετϊν. Ωσ εκ τοφτου, υπάρχουν πολλζσ αναφορζσ, οι οποίεσ υποςτθρίηουν τθν καταςτολι 

ι και τθ κεραπεία των αςκενειϊν, μζςω αναςτολισ τθσ ASYN και τθσ tau, μζςω ενεργοποίθςθσ του 

αντιοξειδωτικοφ ςυςτιματοσ, ι μζςω επιδιόρκωςθσ τθσ μιτοχονδριακισ δυςλειτουργίασ. Επομζνωσ, θ 

κατανόθςθ τθσ ςφνδεςθσ των αςκενειϊν ςε ςυςτθμικό επίπεδο, αποτελεί αναγκαία ςυνκικθ για τθν 

επιτάχυνςθ τθσ ανακάλυψθσ νζων κεραπειϊν και για τισ δφο νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ, τθ 

βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ ηωισ των αςκενϊν και των φροντιςτϊν τουσ, τθ μείωςθ των κοινωνικϊν και 

οικονομικϊν επιπτϊςεων που προκαλοφν οι αςκζνειεσ αυτζσ.  

Με βάςθ τα παραπάνω, ςκοπόσ τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ ιταν θ διερεφνθςθ και θ 

περαιτζρω κατανόθςθ των κοινϊν μοριακϊν μθχανιςμϊν που διαςυνδζουν τισ νευροεκφυλιςτικζσ 

διαδικαςίεσ των AD και PD. Ωσ μοχλόσ ςτθν προςπάκεια κατανόθςθσ των παραπάνω διαδικαςιϊν, 

χρθςιμοποιικθκε το βιοςυνκετικό ζνηυμο τθσ DA, θ DDC, αλλά και οι εναλλακτικζσ ιςομορφζσ του, ενϊ 

όπωσ ζχει προαναφερκεί υπάρχει πλθκϊρα πλθροφοριϊν, που ςυνδζει τθ DA με νευροεκφυλιςμό. 

΢χεδόν ανφπαρκτα είναι τα πειραματικά δεδομζνα, τα οποία διαςυνδζουν τθν ζκφραςθ του 

βιοςυνκετικοφ ενηφμου τθσ DA, τθν DDC, με τθν επαγωγι βιοχθμικϊν φαινομζνων που διζπουν τα 
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νευροεκφυλιςτικά φαινόμενα. Για τον παραπάνω λόγο, κφριοσ ςκοπόσ τθσ ζρευνάσ μασ, ιταν θ μελζτθ 

τθσ ςχζςθσ τθσ ζκφραςθσ τθσ ανκρϊπινθσ L- DOPA αποκαρβοξυλάςθσ και των ιςομορφϊν αυτισ με τθν 

πρωτεολυτικι επεξεργαςία και ζκφραςθ τθσ APP. Επιπλζον, μελετικθκαν οι επιδράςεισ παραγόντων 

όπωσ Carbidopa, DA, ςταυροςπορίνθ ςτο παραπάνω πειραματικό μοντζλο. Σζλοσ, μελετικθκε θ 

επίδραςθ του φυςικοφ αναςτολζα τθσ DDC, Annexin V, ςτισ παραπάνω διαδικαςίεσ.  

Θ παγκόςμια βιβλιογραφία αποκαλφπτει τμθματικά τθν ενδογενι μοριακι και βιοχθμικι 

«ςυγγζνεια» των μθχανιςμϊν που οδθγοφν ςε νευροεκφυλιςμό. Για το λόγο αυτό, θ αποςαφινιςθ του 

ρόλο τθσ ςχζςθσ των μεμονωμζνων μορίων που εμπλζκονται ςτισ παραπάνω διαδικαςίεσ, κρίνεται 

ιδιαίτερα ςθμαντικι. Επιςθμαίνεται, πωσ είναι ςχεδόν ανφπαρκτα τα ερευνθτικά δεδομζνα που 

ςχετίηονται με τθν αναγνϊριςθ του βιολογικοφ ρόλου τθσ DDC, τθσ DDC-3 και τθσ Alt- DDC. Ωςτόςο, 

πλθκϊρα πειραματικϊν δεδομζνων ζχουν αποδείξει τθν εμπλοκι του ενηφμου αυτοφ ςτισ 

νευροεκφυλιςτικζσ αςκζνειεσ και θ αποςαφινιςθ του ρόλου του, πικανϊσ να αποτελζςει κίνθτρο για 

τθν ανακάλυψθ νζων πιο ολοκλθρωμζνων και εξατομικευμζνων κεραπευτικϊν προςεγγίςεων για τθν 

αντιμετϊπιςθ των νευροεκφυλιςτικϊν νόςων. Σο αντικείμενο τθσ ζρευνασ αυτισ, ςτοχεφει τθ 

ςυγκεκριμζνθ πτυχι. ΢υνοπτικά, κφριοσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ, ιταν να μελετθκεί θ επίδραςθ 

του βιοςυνκετικοφ ενηφμου τθσ DA και των ιςομορφϊν αυτοφ, με τθν πρόδρομθ πρωτεΐνθ του 

αμυλοειδοφσ, και ο βακμόσ ςυμμετοχισ του ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP. Θ ςυνεχισ 

αποςαφινιςθ των κοινϊν μοριακϊν μθχανιςμϊν που προκαλοφν τισ αςκζνειεσ αυτζσ, κα μποροφςαν 

να προτείνουν κοινζσ ςτρατθγικζσ παρζμβαςθσ με απϊτερο ςτόχο τθν ανάπτυξθ νζων κεραπειϊν και να 

ωφελιςουν τουσ αςκενείσ που πάςχουν από αυτζσ τισ αςκζνειεσ.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

3.1 Τλικά. 

 
Όλα τα άλλα χθμικά αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ιταν αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ. 

Οι χθμικζσ ουςίεσ που χρθςιμοποιικθκαν προζρχονται από τισ ακόλουκεσ εταιρίεσ:  

 Σο διάλυμα ακρυλαμίδθσ/Ν,Ν’-μεκυλενο-δισ-ακρυλαμίδθσ (Bis) 30 % (29:1) από τθν 

ALTERCHEM.  

 Σο κειϊκό δωδεκυλικό νάτριο (SDS), το Σρισ-(υδροξυμζκυλο)-αμινομεκάνιο (Tris), θ χρωςτικι 

βρωμοφαινόλθ μπλε, θ χρωςτικι Ponceau S, το απορρυπαντικό Tween-20 και θ β-μερκαπτοαικανόλθ 

αγοράςτθκαν από τθ SERVA.  

 Θ Ν,Ν,Ν’,Ν’-τετρα-μεκυλο-διαμίνθ (TEMED) προζρχεται από τθν FLUKA.  

 Σο υπερκειϊκό αμμϊνιο (APS) αγοράςτθκε από τθν εταιρία FERAK.  

 Οι χθμικζσ ουςίεσ 2,2ϋ-δι-νιτροφαινυλ-3,3ϋ-*3,3ϋ-διμεκοξυ-4,4ϋ-διφαινυλ-χλωριοφχο τετραηόλιο 

(NBT), 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ φωςφορικό μετά τθσ τολουιδίνθσ άλασ (BCIP) από τθν Applichem.  

 Σα υλικά κυτταροκαλλιεργειϊν DMEM, o ορόσ μοςχαριοφ (FBS), και τα αντιβιοτικά πενικιλίνθ 

και ςτρεπτομυκίνθ από τθ BioSera.  

 Θ γλυκίνθ, μεκανόλθ, το DMSO (Dimethyl Sulfoxide), θ κρυψίνθ, το NaCl και θ νεομυκίνθ (G418 

disulfate salt) από τθ SIGMA. 

 Θ χρωςτικι Trypan blue αποκτικθκε από τθν GIBCO.  

 Θ αλβουμίνθ οροφ βοόσ (BSA) αγοράςτθκε από τθν PAA.  

 Θ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ (0.45 μm), όπωσ και οι ςυςκευζσ θλεκτροφόρθςθσ 

προμθκεφτθκαν από τθν BIO-RAD.  

 Σο χαρτί χρωματογραφίασ Whatman 3M προμθκεφτθκε από τθν εταιρία MACHEREY- NAGEL. 

 Σο αντιδραςτιριο Bradford αγοράςτθκε από τθν εταιρεία Bio-Rad Laboratories (Milan, Italy). 

 Οι πρωτεΐνεσ μάρτυρεσ με γνωςτζσ μοριακζσ μάηεσ (για SDS θλεκτροφόρθςθ) αγοράςτθκαν από 

τθν FERMENTAS και τθν NIPPON. 
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Αντιςϊματα 

Σα ειδικά αντιςϊματα που χρθςιμοποιικθκαν, εντοπίηουν α) τον επίτοπο του πεπτιδίου του 

αμυλοειδοφσ επί τθσ APP, β) τον επίτοπο τθσ καρβοξυτελικισ περιοχισ τθσ ΑΡΡ και παραςκευάςτθκαν 

ςτο εργαςτιριο τθσ Αν. Κακθγιτριασ Δρ Δ. Βαςιλακοποφλου. 

Σα αντιςϊματα ζναντι των IgG αιγόσ (alkaline-phosphatase conjugated rabbit anti-goat IgG) και 

κουνελιοφ (alkaline-phosphatase conjugated goat anti-rabbit IgG) ςυηευγμζνα με αλκαλικι φωςφατάςθ 

αποκτικθκαν από τθ SIGMA (Sigma, St. Louis, MO, USA). 

3.2 Διαλφματα. 

 

1. Διάλυμα κατεργαςίασ δειγμάτων για SDS-PAGE 1x (Διάλυμα Φόρτωςθσ) 

10 mM Tris-βάςθ 

10 % (κ.ο) γλυκερόλθ 

2 % (κ.β) SDS 

5 % (κ.ο) β-μερκαπταικανόλθ 

0,002 % χρωςτικι Bromophenol blue 

 

2. Πικτωμα διαχωριςμοφ SDS-PAGE (Separating Gel Buffer) 

0,375 M Tris-HCl, pH 8,8 

0,1 % (κ.β.) SDS 

0,1 % (κ.β.) APS 

0,04 % (κ.ο.) Temed 

 

3. Πικτωμα ςυμπφκνωςθσ SDS-PAGE (Stacking Gel Buffer) 

0,125 Μ Tris- HCl, pH 6,8 

0,1 % (κ.β.) SDS 

0,1 % (κ.β.) APS 

0,1 % (κ.ο.) Temed 

 

4. Διάλυμα θλεκτροδίων SDS-PAGE (Running Buffer) 

25 mM Tris-HCl, pH 8,3 

0,192 M γλυκίνθ 
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0,1 % (κ.β.) SDS 

 

5. Διάλυμα θλεκτροφορθτικισ μεταφοράσ (Transfer Buffer) 

48 mM Tris-HCl, pH 9,2 

39 mM γλυκίνθ 

20 % (κ.ο.) μεκανόλθ 

3,75 % (κ.β.) SDS 

 

6. Διάλυμα χρϊςθσ Ponceau S 

0,5 % (κ.β.) Ponceau S 

5 % TCA 

 

7. Διάλυμα κορεςμοφ θλεκτροφορθτικισ μεταφοράσ (Blocking Solution) 

1 % (κ.β.) BSA 

10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

150 mM NaCl 

0,05 % (κ.β.) Tween 20 

 

8. Διάλυμα πλφςεων θλεκτροφορθτικισ μεταφοράσ (TNT) 

10 mM Tris-HCl, pH 8,0 

150 mM NaCl 

0,05 % (κ.β.) Tween 20 

 

9. Διάλυμα ανάπτυξθσ ανοςοαντίδραςθσ (Alkaline Phosphatase Buffer) 

100 mM Tris-HCl, pH 9,5 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl 2 

 

10. Διάλυμα χρωματικισ ανοςοαντίδραςθσ (Development Buffer) 

100 mM Tris-HCl, pH 9,5 

100 mM NaCl 

5 mM MgCl 2 
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0,033 % (κ.β.) NBT 

0,0165 % (κ.β.) BCIP 

 

11. Διάλυμα Bradford 

0,01 % (κ.β.) Coomassie Brillant Blue G-250 

4,7 % (κ.ο) αικανόλθ 

8,5 % (κ.ο) ορκοφωςφορικό οξφ 

 

12. Κρεπτικό μζςο καλλιζργειασ 

89 % DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

10 % FBS (Eμβρυϊκόσ Oρόσ Bοόσ) 

1 % μίγμα αντιβιοτικϊν (10.000 units πενικιλίνθσ/ ςτρεπτομυκίνθσ) 

 

13. PBS (1x) (Phosphate Buffered Saline) 

0,137 M NaCl 

3,2 mM KCl 

1,5 mM KH 2 PO 4 

10 mM Na 2 HPO 4 x 2H 2 O 

 

14. Διάλυμα παγϊματοσ κυττάρων (Freezing Medium) 

90 % FBS 

10 % DMSO 

 

15. Κρεπτικό μζςο ανάπτυξθσ επιμολυςμζνων κυτταρικϊν κλϊνων 

89 % DMEM 

10 % FBS (εμβρυϊκόσ ορόσ βοόσ) 

1 % μίγμα αντιβιοτικϊν (10.000 units πενικιλίνθσ/ ςτρεπτομυκίνθσ) 

200 μg/ml G418 sulfate 

 

16. Διάλυςθ λφςθσ κυττάρων RIPA 

50 mM tris (pH 7,4) 

150 mM NaCl 
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250 mM EDTA  (pH 8) 

15 mM Triton X (10%) 

1 mM Sodium vanadate 

1 mM PMSF 

3.3 Κυτταρικζσ ΢ειρζσ. 

 

Για να μελετθκεί ο ρόλοσ τθσ DCC ςτθν πρωτεολυτικι διαδικαςία τθσ APP, θ κυτταρικι ςειρά 

CHO που χρθςιμοποιικθκε, αποκτικθκε από τθν ATCC (American Type Culture Collection: 

CHO (Chinese Hamster Ovary): Σα κφτταρα CHO (Chinese Hamster Ovary) αποτελοφν µία 

κυτταρικι ςειρά προερχόµενθ από τθν ωοκικθ του κινζηικου ενιλικου χάµςτερ. Χρθςιμοποιοφνται 

ςυχνά ςτθ βιολογικι και ιατρικι ζρευνα και εµπορικά για τθν παραγωγι κεραπευτικϊν πρωτεϊνϊν. Θ 

χρθςιµοποίθςι τουσ άρχιςε τθ δεκαετία του 1960. Σα κφτταρα CHO χρθςιμοποιοφνται ςε μελζτεσ 

γενετικισ, ζλεγχο τοξικότθτασ, διατροφισ και ζκφραςθσ γονιδίων- ιδιαίτερα για τθν ζκφραςθ 

αναςυνδυαςµζνων πρωτεϊνϊν. ΢ιμερα, τα κφτταρα CHO αποτελοφν τα περιςςότερο 

χρθςιμοποιοφμενα κφτταρα κθλαςτικϊν για τθ βιομθχανικι παραγωγι αναςυνδυαςµζνων 

κεραπευτικϊν πρωτεϊνϊν. Σα CHO ιταν από τα πρϊτα κφτταρα κθλαςτικϊν που χρθςιμοποιικθκαν για 

τθν παραγωγι γενετικά τροποποιθμζνων κυτταρικϊν ςειρϊν. Θ δθμιουργία γενετικά τροποποιθμζνων 

κυτταρικϊν ςειρϊν για τθν παραγωγι κεραπευτικοφ ενδιαφζροντοσ πρωτεϊνϊν, αποτζλεςε ςτακμό 

ςτθν επιςτθμονικι κοινότθτα. Είναι γνωςτό ότι παλαιότερα χρθςιμοποιοφνταν βακτιρια ωσ ςυςτιματα 

ζκφραςθσ αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν, ωςτόςο θ ανάγκθ παραγωγισ πρωτεϊνϊν οι οποίεσ απαιτοφν 

ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ ςτο επίπεδο μετά τθ μετάφραςθ προκειμζνου να γίνουν βιολογικά 

λειτουργικζσ, οδιγθςε ςτθ χριςθ ςυςτθμάτων ευκαρυωτικϊν κυττάρων. Κατά τθν καλλιζργειά τουσ, 

αναπτφςςονται ςε ζνα µονόςτιβο ςτρϊµα. Για τθν ανάπτυξι τουσ απαιτοφν το αµινοξφ προλίνθ ςτο 

κρεπτικό τουσ υλικό. Σα κφτταρα αυτά δεν εκφράηουν τθ DDC και τουσ μεταφορείσ ντοπαμίνθσ DAT και 

VMAT-2 και ζτςι αποτελοφν ιδανικό μοντζλο για τθ μελζτθ τθσ DDC. 

 

Σροποποιθμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ: 

Οι παρακάτω κυτταρικζσ ςειρζσ παραςκευάςτθκαν ςτο εργαςτιριό μασ και χρθςιμοποιικθκαν 

για τθ διεξαγωγι των πειραμάτων τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ. Θ επιλογι των 

επιμολυςμζνων κυττάρων πραγματοποιικθκε με τθν προςκικθ αντιβιοτικοφ 200 μg/ml G418 ςτο 

κρεπτικό μζςο καλλιζργειασ.  
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CHO/DDC: Κυτταρικι ςειρά CHO επιμολυςμζνθ με το cDNA τθσ ανκρϊπινθσ DDC. 

CHO/DDC-3: Κυτταρικι ςειρά CHO επιμολυςμζνθ με το cDNA του εναλλακτικοφ μεταγράφου DDC-3. 

CHO/Alt-DDC: Κυτταρικι ςειρά CHO επιμολυςμζνθ με το cDNA του εναλλακτικοφ μεταγράφου Alt-DDC. 

CHO/A5: Κυτταρικι ςειρά CHO επιμολυςμζνθ με το cDNA τθσ Αννεξίνθσ V. 

CHO/ DDC- A5: Κυτταρικι ςειρά CHO διπλά επιμολυςμζνθ με το cDNA τθσ ανκρϊπινθσ 

αναςυνδυαςμζνθσ DDC, κακϊσ και με το cDNA τθσ Αννεξίνθσ V. 

3.4 Καλλιζργεια Ευκαρυωτικϊν Κυττάρων in vitro. 

 

΢ε όλα τα ςτάδια που περιγράφονται παρακάτω εργαηόμαςτε μζςα ςτο κάλαμο νθματικισ ροισ 

(Laminar Flow) κάτω από αςθπτικζσ ςυνκικεσ και με όλα τα ςκεφθ ι υλικά και τα ειδικά δοχεία 

καλλιζργειασ (τρυβλία ι φλάςκεσ) που χρθςιμοποιοφνται να είναι αποςτειρωμζνα. 

Οι κυτταρικζσ ςειρζσ καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό μζςο DMEM με 10% ςυμπλθρωματικό ορό εμβρφου 

βοοειδοφσ FBS (που περιζχει τουσ κατάλλθλουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ) και μίγματοσ αντιβιοτικϊν 

πενικιλίνθσ–ςτρεπτομυκίνθσ 1% (v/v). Κάκε φορά πριν από τθν ζναρξθ τθσ καλλιζργειασ των κυττάρων, 

ο ίδιοσ ο κάλαμοσ νθματικισ ροισ, είχε εκτεκεί ςε υπεριϊδθ ακτινοβολία (UVC λαμπτιρασ) για 30 

περίπου λεπτά για τθν αποςτείρωςθ του χϊρου, ενϊ θ αποςτείρωςθ περιοριςμζνου χϊρου (τοπικι) 

πραγματοποιικθκε με διάλυμα αικανόλθσ 70% (v/v). Σα κφτταρα διατθρικθκαν ςε κάλαμο επϊαςθσ 

ςτουσ 37˚ C, με επίπεδο CO2 5% και ςχετικι υγραςία 95%. 

 

3.4.1 Παραςκευι Κρεπτικοφ Τλικοφ. 

 
Ωσ κρεπτικό μζςο τθσ καλλιζργειασ των κυττάρων χρθςιμοποιικθκε το DMEM (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium). Σο κρεπτικό υλικό αγοράςτθκε από τθν εταιρεία BioSera ωσ ιδθ 

αποςτειρωμζνο από τον καταςκευαςτι (Gibco ™). ΢το DMEM, προςτζκθκαν ορόσ και αντιβιοτικά μζςα 

ςτο κάλαμο νθματικισ ροισ υπό αςθπτικζσ ςυνκικεσ, και τελικά το κρεπτικό υλικό που 

χρθςιμοποιικθκε είχε τθν εξισ ςφςταςθ: 89 % DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, από τθν 

εταιρεία Gibco ™), 10 % FBS (Fetal Bovine Serum, από τθν εταιρεία Sigma-Aldrich) και 1 % μίγμα 

αντιβιοτικϊν πενικιλίνθσ και ςτρεπτομυκίνθ (επίςθσ από τθν εταιρεία Sigma-Aldrich). Σο κρεπτικό υλικό 

(DMEM) αποτελεί τθν κφρια πθγι γλυκόηθσ και αμινοξζων για τα κφτταρα, ενϊ ο ορόσ (FBS) περιζχει 

τουσ αυξθτικοφσ παράγοντεσ που απαιτοφνται για τον πολλαπλαςιαςμό τουσ. Ο ορόσ, πριν από τθν 

πρϊτθ χριςθ του, πρζπει να απενεργοποιθκεί με κζρμανςθ για 30 λεπτά ςτουσ 56οC και να 

διαμοιραςτεί ςε ίςα κλάςματα (aliquots), τα οποία πριν τθν τοποκζτθςι τουσ μζςα ςτο DMEM πρζπει 
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να φιλτραριςτοφν για τθν αποφυγι ειςόδου ςυςςωματωμάτων του οροφ. Σο κρεπτικό υλικό 

παραςκευάηεται πάντα μζςα ςε κάλαμο νθματικισ ροισ, φιλτράρεται και φυλάςςεται ςτουσ 4 °C. 

Επιπλζον, προςτζκθκε αντιβιοτικό ςυγκζντρωςθσ 200 μg/ ml G418 ςτο κρεπτικό μζςο καλλιζργειασ, για 

τθν ανάπτυξθ και τθν επιλογι των κλϊνων που περιζχουν το επικυμθτό πλαςμίδιο και μασ ενδιαφζρει 

να επιβιϊςουν, δθλαδι των κυτταρικϊν ςειρϊν: CHO/DDC, CHO/ DDC-3, CHO/ alt- DDC.  

3.4.2 Απόψυξθ Κυττάρων από το Τγρό Άηωτο. 

 
Θ διαδικαςία τθσ καλλιζργειασ κυττάρων ξεκινά με τθν απόψυξθ των κυττάρων από το υγρό 

άηωτο (-196οC), διαδικαςία θ οποία κα πρζπει να επιτελείται όςο το δυνατόν γρθγορότερα. Σα ειδικά 

κρυοφιαλίδια (cryovials) από το υγρό άηωτο κερμαίνονται τρίβοντάσ τα με τα χζρια και όταν το 

περιεχόμενό τουσ (κφτταρα και ειδικό διάλυμα ψφξθσ) ξεπαγϊςει, μεταφζρεται ςε ςωλθνάκι τφπου 

falcon (όγκου 15ml), το οποίο περιζχει ιδθ 2 ml κρεπτικοφ υλικοφ και ακολουκεί φυγοκζντρθςθ για 5 

λεπτά ςτισ 1440 ςτροφζσ ςε ψυχόμενθ φυγόκεντρο. Σο υπερκείμενο αποχφνεται και το ίηθμα (που 

περιζχει τα κφτταρα) επαναδιαλυτοποιείται ςε 1 ml κρεπτικοφ υλικοφ και μεταφζρεται ςε ειδικό δοχείο 

καλλιζργειασ (φλάςκα Σ75) που περιζχει 20 ml κρεπτικό υλικό. Οι καλλιζργειεσ τοποκετοφνται ςτον 

ειδικό επωαςτικό κλίβανο. Σθν επόμενθ μζρα, το ειδικό δοχείο καλλιζργειασ παρατθρείται ςε 

ανάςτροφο μικροςκόπιο, ϊςτε να επιβεβαιωκεί θ βιωςιμότθτα των κυττάρων (πριν τθν παρατιρθςθ 

ςτο ανάςτροφο μικροςκόπιο, θ τράπεηα του μικροςκοπίου ςτθν οποία κα τοποκετθκεί το δοχείο 

καλλιζργειασ κακαρίηονται με διάλυμα αικανόλθσ 70% για τθν τοπικι αποςτείρωςθ). Σθν επόμενθ 

θμζρα, ανανεϊνεται το κρεπτικό υλικό για τθν πλιρθ απομάκρυνςθ του DMSO που εμποδίηει τθ ςωςτι 

ανάπτυξθ των κυττάρων. Σα κφτταρα αναπτφςςονται και πολλαπλαςιάηονται. Σο κρεπτικό υλικό 

ανανεϊνεται ανά δφο θμζρεσ και ςε κάκε ανανζωςθ ακολουκεί προςκικθ του αντιβιοτικοφ G418 (200 

μg/mL) για τθν επιλογι των κλϊνων που περιζχουν το επικυμθτό πλαςμίδιο και μασ ενδιαφζρει να 

επιβιϊςουν.  

΢το τζλοσ, μζςα ςτο κάλαμο νθματικισ πραγματοποιείται μια αλλαγι κρεπτικοφ υλικοφ, με ςκοπό να 

απομακρυνκοφν τυχόν νεκρά κφτταρα. 

 

3.4.3 Διαμοιραςμόσ Κυττάρων (split) – Ανακαλλιζργεια. 

 

Σα κφτταρα κακϊσ ξεκινοφν τισ μιτωτικζσ διαιρζςεισ τουσ, καλφπτουν προοδευτικά όλθ τθν 

επιφάνεια του ειδικοφ δοχείου καλλιζργειασ, δθμιουργϊντασ ζνα ταπιτιο. Προοδευτικά, ζρχονται ςε 
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ςτενι επαφι μεταξφ τουσ με αποτζλεςμα τθ διακοπι τθσ ανάπτυξισ τουσ, ζνα φαινόμενο που 

ονομάηεται αναςτολι εξ επαφισ. Όταν θ πλθρότθτα του ταπθτίου τουσ φκάςει περίπου ςτο 80% (80% 

confluency), για τθν αποφυγι δθμιουργίασ του φαινομζνου αναςτολισ εξ επαφισ και τθν περαιτζρω 

ςυνζχιςθ τθσ καλλιζργειασ, τα κφτταρα κα πρζπει να αποκολλθκοφν και να διαμοιραςτοφν ςε 

περιςςότερα δοχεία καλλιζργειασ (split). Θ διαδικαςία που ακολουκείται για τθν ανακαλλιζργεια των 

κυττάρων είναι θ εξισ: Αρχικά απομακρφνεται το κρεπτικό υλικό από το δοχείο καλλιζργειασ και 

πραγματοποιείται ζνα ξζπλυμα του δοχείου με 3 ml PBS. ΢τθ ςυνζχεια προςτίκενται 2ml κρυψίνθσ, 

προκειμζνου να πραγματοποιθκεί  θ ελάχιςτθ διάςπαςθ των πεπτιδικϊν δεςμϊν που προκαλοφν 

προςκόλλθςθ των κυττάρων ςτον πάτο του τρυβλίου/ φλάςκασ και να αποκολλθκοφν  τα κφτταρα ϊςτε 

να πραγματοποιθκεί θ αποκόλλθςθ των κυττάρων από το ταπιτιο. Σα δοχεία καλλιζργειασ 

μεταφζρονται ςτον επωαςτικό κλίβανο για 5 περίπου λεπτά με ςκοπό να δράςει θ κρυψίνθ . Μετά τα 

πζντε περίπου λεπτά, και αφοφ τα κφτταρα αποκολλθκοφν από το ταπιτιο, δθμιουργϊντασ ζνα κολό 

διάλυμα, ςτο κάλαμο νθματικισ ροισ, προςτίκεται τριπλάςιοσ όγκοσ κρεπτικοφ (6ml), οφτωσ ϊςτε ο 

ορόσ (FBS) να απενεργοποιιςει τθν πρωτεολυτικι τθσ δραςτθριότθτα τθσ κρυψίνθσ. ΢τθ ςυνζχεια, 

αφοφ επιβεβαιϊςουμε μζςω μικροςκοπίασ ότι τα κφτταρα ζχουν αποκολλθκεί, το μείγμα κυττάρων– 

κρεπτικοφ–κρυψίνθσ πραγματοποιείται αναρρόφθςθ του διαλφματοσ με τθ βοικεια πιπζτασ και το 

εναιϊρθμα ςυλλζγεται ςε νζο ςωλθνάκι τφπου Falcon. Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςτισ 1440 

ςτροφζσ/λεπτό, το υπερκείμενο απομακρφνεται και το κυτταρικό ίηθμα επαναδιαλφεται ςε κρεπτικό 

υλικό και φςτερα από ανάδευςθ διαχωρίηεται ςε νζα τρυβλία με επιπλζον τοποκζτθςθ κρεπτικοφ 

υλικοφ ζτςι ϊςτε να ζχουμε τθν επικυμθτι αραίωςθ ςε κάκε τρυβλίο.  

Σα δοχεία καλλιζργειασ, τοποκετοφνται ςτον επωαςτικό κλίβανο για τθν περαιτζρω διατιρθςθ τθσ 

καλλιζργειασ. Θ κακεμία ανακαλλιζργεια αναφζρεται και ωσ passage. 

3.4.4 Εξωγενισ Χοριγθςθ παραγόντων (DA, carbidopa, STS). 

 
΢ε καλλιζργεια κυττάρων CHO, CHO/ DDC, CHO/ Alt- DDC και CHO/ DDC- 3 ςυγκζντρωςθσ 2 x 

105 κφτταρα/ mL χορθγικθκαν 25 και 75 μΜ DA για 24 ϊρεσ.  

΢ε καλλιζργεια κυττάρων CHO, CHO/ DDC, CHO/ Alt- DDC και CHO/ DDC- 3 ςυγκζντρωςθσ 2 x 

105 κφτταρα/ mL χορθγικθκαν 20 και 100 μΜ carbidopa για 24 ϊρεσ.  

΢ε καλλιζργεια κυττάρων CHO, CHO/ DDC, CHO/ Alt- DDC και CHO/ DDC- 3 ςυγκζντρωςθσ 2 x 

105 κφτταρα/ mL χορθγικθκαν 100 και 200 nΜ STS για 24 ϊρεσ.  

Μετά τθν ζκκεςι τουσ ςτουσ παραπάνω παράγοντεσ, τα κφτταρα λφκθκαν, απομονϊκθκε θ 

πρωτεΐνθ τουσ και υποβλικθκαν ςε τεχνικι του ανοςοεντοπιςμοφ με ανάλυςθ κατά Western.  
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3.4.5 Κατάψυξθ και Φφλαξθ Κυττάρων ςτουσ -80 °C ςτο Τγρό Άηωτο. 

 
Κατά τθν πορεία τθσ ανακαλλιζργειασ, είναι δυνατό κάποιο ι κάποια από τα δοχεία 

καλλιζργειασ, να μθν είναι απαραίτθτα για τθν χριςθ τουσ ςτθν πειραματικι διαδικαςία. Σα δοχεία 

αυτά, φυλάςςονται ςτο υγρό άηωτο, για μελλοντικι χριςθ. Σα δοχεία καλλιζργειασ τα οποία 

προορίηονται για τθ φφλαξθ ςτο υγρό άηωτο, υφίςτανται τθ διαδικαςία τθσ ανακαλλιζργειασ, όπωσ 

αναφζρκθκε προθγουμζνωσ. Ωςτόςο, θ τελικι επαναιϊρθςθ των κφτταρων μετά τθ φυγοκζντρθςθ, 

πραγματοποιείται ςε ειδικό διάλυμα ψφξθσ. Σα κφτταρα αποκολλϊνται από το τρυβλίο, όπωσ 

περιγράφθκε ςτθν προθγοφμενθ διαδικαςία, με μόνθ διαφορά ότι θ τελικι επαναιϊρθςθ των κυττάρων 

πραγματοποιείται ςε διάλυμα ψφξθσ. Σο διάλυμα ψφξθσ των κυττάρων αποτελείται από 10% DMSO ςε 

διάλυμα του κρεπτικοφ υλικοφ και θ προςκικθ του γίνεται πολφ γριγορα Σο εναιϊρθμα κυττάρων 

μοιράηεται ςτα ειδικά κρυοφιαλίδια τα οποία μεταφζρονται ςτουσ -80 °C για μία θμζρα ι ςε υγρό 

άηωτο για μεγαλφτερθ διάρκεια διατιρθςθσ των κλϊνων (-196 °C). 

Κατά τθν κρυοςυντιρθςθ επιδιϊκεται θ αποφυγι δθμιουργίασ ςχθματιςμοφ πάγου 

ενδοκυτταρικά, αφοφ οι κρφςταλλοι του πάγου, οι οποίοι καταλαμβάνουν μεγαλφτερο όγκο από το 

νερό, είναι δυνατόν είτε να καταςτρζψουν τισ μεμβράνεσ των κυττάρων είτε λόγω τθσ δζςμευςθσ 

μορίων νεροφ ςτον πάγο, να προκαλζςουν αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των διαλυμζνων ουςιϊν, θ οποία 

μπορεί να είναι καταςτροφικι για το κφτταρο. Κατά τθ διάρκεια τθσ ψφξθσ ςτο υγρό άηωτο, το νερό 

ςτερεοποιείται ςτθν κρυςταλλικι μορφι του πάγου. Σο DMSO, είναι ζνα διαπερατό κρυοπροςτατευτικό 

(με υψθλι διαλυτότθτα ςτο νερό ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ), το οποίο προκαλεί αναδιάταξθ τθσ 

κυτταρικισ μεμβράνθσ, με αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ ρευςτότθτάσ τθσ. Διαμζςου τθσ κυτταρικισ 

μεμβράνθσ, διαχζεται ςτο κυτταρόπλαςμα και αντικακιςτά το μεγαλφτερο μζροσ του ενδοκυττάριου 

νεροφ. Σα μόρια του DMSO, όταν βρίςκονται ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ςτο νερό, αναςτζλλουν το 

ςχθματιςμό των κρυςτάλλων του πάγου και δθμιουργοφν τθν κατάςταςθ του υαλϊδουσ πάγου 

(vitrification), όπου το νερό μπορεί να ςτερεοποιθκεί χωρίσ τθν περαιτζρω επζκταςι του. ΢ε αυτό το 

διάλυμα τα κφτταρα μποροφν να διατθρθκοφν για μεγάλο χρονικό διάςτθμα.  

3.5 Ανοςοςτφπωμα κατά Western (Western Blot). 
 

Για τθν ανίχνευςθ πρωτεϊνϊν ςε δείγματα από ομογενοποιθμζνουσ ιςτοφσ ι από κυτταρικά 

εκχυλίςματα χρθςιμοποιείται θ τεχνικι του ανοςοεντοπιςμοφ με ανάλυςθ κατά Western. Θ τεχνικι 

αυτι χαρακτθρίηεται από υψθλι ευαιςκθςία, κακϊσ βαςίηεται ςτθν εξειδικευμζνθ αντίδραςθ 
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αντιγόνου-αντιςϊματοσ. ΢τθ διαδικαςία του ανοςοεντοπιςμοφ, το αντιγόνο βρίςκεται ακινθτοποιθμζνο 

ςε μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ. Θ μεμβράνθ επωάηεται με ειδικό αντίςωμα (μονοκλωνικό ι 

πολυκλωνικό) ζναντι του αντιγόνου, ϊςτε να πραγματοποιθκεί θ αντίδραςθ ςφνδεςθσ αντιγόνου-

αντιςϊματοσ. Ακολουκεί θ προςκικθ δεφτερου αντιςϊματοσ κι θ επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ 

νιτροκυτταρίνθσ με αυτό για διάςτθμα 1 ϊρασ. Θ αντίδραςθ του δεφτερου αντιςϊματοσ περιλαμβάνει 

τθ ςφνδεςθ αυτοφ με το πρϊτο. Πρζπει να αναφερκεί ότι το δεφτερο αντίςωμα φζρει προςδεδεμζνο 

ζνηυμο (υπεροξειδάςθ ι αλκαλικι φωςφατάςθ), το οποίο καταλφει μια αντίδραςθ, όπου παράγεται 

ζγχρωμο προϊόν. Θ δθμιουργία ςυμπλόκου αντιγόνου-αντιςϊματοσ ςτθ μεμβράνθ πιςτοποιείται με τθν 

ανίχνευςθ ζγχρωμου προϊόντοσ. Με τθ διαδικαςία αυτι είναι δυνατό να ανιχνευκοφν πρωτεΐνεσ που 

μπορεί να εκφράηονται ςε πολφ μικρζσ ποςότθτεσ ςτο δείγμα.  

3.5.1 ΢υλλογι κυττάρων- Απομόνωςθ πρωτεϊνϊν. 

 

Για τθ ςυλλογι των κυττάρων απομακρφνεται το κρεπτικό υλικό και ακολουκεί πλφςθ με PBS 

1X. Προςτίκεται κατάλλθλοσ όγκοσ PBS 1X και με τθ χριςθ ειδικοφ εργαλείου cell scraper αποκολλϊνται 

τα κφτταρα και ςυλλζγονται ςε δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ τφπου eppendorf. Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ 

ςτισ 8.000 ςτροφζσ ανά λεπτό, ςτουσ 4˚ C για 15 λεπτά. Σο ίηθμα ςυλλζγεται και είναι ζτοιμο για λφςθ 

είτε για αποκικευςθ ςτουσ  -20˚ C για μελλοντικι χριςθ. 

Για τθν απομόνωςθ των πρωτεϊνϊν χρθςιμοποιείται το διάλυμα λφςθσ: RIPA BUFFER του 

οποίου τα ςυςτατικά αναλφονται παραπάνω. Ανάλογα με το μζγεκοσ του ιηιματοσ κακορίηεται ο όγκοσ 

του διαλφματοσ λφςθσ που κα τοποκετθκεί. Σο διάλυμα αναδεφεται και τοποκετείται ςτουσ 4˚ C 

ςυνολικά για 30 λεπτά ενϊ  κάκε 5-10 λεπτά πραγματοποιείται ζντονθ ανάδευςθ Vortex. Ακολουκεί 

φυγοκζντρθςθ 13.000 ςτροφζσ ανά λεπτό, ςτουσ 4˚ C για 15 λεπτά. Σο υπερκείμενο περιζχει τισ 

πρωτεΐνεσ που ζχουν διαλυκεί και παραλαμβάνεται. Σο υπερκείμενο κα περιζχει διαλυμζνεσ 

κυτταροπλαςματικζσ, μεμβρανικζσ και πυρθνικζσ πρωτεΐνεσ. Σο υπερκείμενο που περιζχει τισ 

διαλυμζνεσ πρωτεΐνεσ ςε κάκε περίπτωςθ αποκθκεφεται ςτουσ -20˚ C. Θ πρωτεϊνικι ςυγκζντρωςθ κάκε 

δείγματοσ προςδιορίηεται με τθ μζκοδο Bradford. 

3.5.2 Ποςοτικόσ Προςδιοριςμόσ ΢υγκζντρωςθσ Πρωτεϊνϊν με τθ Μζκοδο Bradford 

 
Θ μζκοδοσ Bradford, είναι μια χρωματομετρικι πρωτεϊνικι διαδικαςία και χρθςιμοποιείται για 

τθν ποςοτικοποίθςθ τθσ ςυνολικισ πρωτεΐνθσ ςε ζνα δείγμα. ΢τθν ςυγκεκριμζνθ διαδικαςία, θ 

χρωςτικι ουςία Coomassie G-250 διαλφεται ςε ζνα όξινο διάλυμα, κάνοντασ το να απορροφιςει ςτα 
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465nm (καφεκόκκινο χρϊμα). Σθν ςτιγμι που θ βαφι, θ οποία είναι αρνθτικά φορτιςμζνθ, ςυνδεκεί με 

τα κετικά φορτιςμζνα μόρια τθσ πρωτεΐνθσ, θ απορρόφθςθ του διαλφματοσ φτάνει τα 595nm (μπλε 

χρϊμα). Θ τιμι τθσ απορρόφθςθσ είναι ανάλογθ με τθν ςυγκζντρωςθ των πρωτεϊνϊν ςτο διάλυμα. Θ 

ανάπτυξθ του χρϊματοσ, αποδίδεται ςτθν παρουςία οριςμζνων αμινοξζων (αργινίνθ, λυςίνθ και 

ιςτιδίνθ) ςτθν πρωτεΐνθ. Δυνάμεισ Van der Waals δθμιουργοφνται μεταξφ τθσ καρβοξυλικισ ομάδασ και 

τθσ βαφισ ενϊ θλεκτροςτατικζσ δυνάμεισ δθμιουργοφνται μεταξφ αμινομάδασ και βαφισ. Σα ελεφκερα 

αμινοξζα και γενικά πρωτεΐνεσ χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ δεν παράγουν χρϊμα όταν χρθςιμοποιοφμε 

τζτοια αντιδραςτιρια βαφισ. 

Κατά τθ διαδικαςία το αντιδραςτιριο Bradford αραιϊνεται 1:5 ςτθ δικι μασ περίπτωςθ και ςτθ 

ςυνζχεια προςτίκεται 1 μl πρωτεϊνικοφ δείγματοσ και 1 mL αντιδραςτθρίου Bradford ςε κάκε ειδικι 

κυψελίδα φωτομζτρθςθσ. Ζπειτα από ανάδευςθ Vortex και μια ςφντομθ αναμονι, ακολουκεί 

φωτομζτρθςθ όπου προςδιορίηεται θ απορρόφθςθ των δειγμάτων ςτα 595nm. Ο υπολογιςμόσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ πρωτεΐνθσ γίνεται μζςω ςφγκριςθσ των τιμϊν απορρόφθςθσ  των δειγμάτων με τισ τιμζσ 

τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ που ζχει ςχεδιαςτεί και ελεγχκεί ςτο εργαςτιριο. Θ πρότυπθ καμπφλθ ζχει 

ςχεδιαςτεί με προςδιοριςμό τθσ απορρόφθςθσ ςτα 595 nm μιασ ςειράσ δειγμάτων γνωςτισ 

ςυγκζντρωςθσ  αλβουμίνθσ (BSA) ςε απιονιςμζνο νερό. Θ ςυγκζντρωςθ προςδιορίηεται ςε μg/μl. ΢ε 

περίπτωςθ που οι τιμζσ ςυγκζντρωςθσ  που προςδιορίηονται είναι μεγαλφτερεσ από αυτζσ τθσ 

καμπφλθσ, τα δείγματα φωτομετροφνται πάλι φςτερα από αραίωςθ. Θ πραγματικι ςυγκζντρωςθ του 

δείγματοσ υπολογίηεται με πολλαπλαςιαςμό του αποτελζςματοσ με το ςυντελεςτι αραίωςθσ. ΢ε 

περίπτωςθ που θ προςδιοριηόμενθ ςυγκζντρωςθ είναι μικρότερθ τθσ καμπφλθσ ακολουκείται θ 

μζκοδοσ Microbradford. 

Θ λογικι τθσ μεκόδου είναι ίδια με τθν μζκοδο Bradford με τθ διαφορά ότι χρθςιμοποιείται για τον 

προςδιοριςμό μικρότερων ςυγκεντρϊςεων πρωτεΐνθσ ςε μg/μL. Επίςθσ, θ τοποκζτθςθ των υπό 

μζτρθςθ δειγμάτων γίνεται ςε ειδικά πιάτα Greiner 96 Flat Transparent 96 κζςεων, ενϊ κάκε δείγμα 

τοποκετείται ςε δφο κζςεισ και χρθςιμοποιείται ο μζςοσ όροσ τθσ απορρόφθςθσ για προςδιοριςμό 

μεγαλφτερθσ ακρίβεια. Καταςκευάηεται πρότυπθ καμπφλθ αλβουμίνθσ BSA (Bovine Serum Albumin) 

από μια αρχικι ςυγκζντρωςθ, BSA 1mg/mL ςε H20. Θ χρϊςθ Bradford αραιϊνεται 1:5 και ςε κάκε κζςθ 

του πιάτου τοποκετοφνται 2 μl του κάκε δείγματοσ και 198 μl μείγματοσ Bradford δφο φορζσ για κάκε 

δείγμα και κάκε ςυγκζντρωςθ τθσ καμπφλθσ. Υςτερα μετράται θ απορρόφθςθ ςτα 595 nm μετά από 

ανάδευςθ 5 λεπτϊν ςε κερμοκραςία δωματίου. 
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3.5.3 Θλεκτροφόρθςθ Πρωτεϊνϊν με SDS- PAGE ςε Πικτωμα Πολυακρυλαμίδθσ. 

 
Θ θλεκτροφόρθςθ SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) είναι 

μια ευρζωσ διαδεδομζνθ τεχνικι, που χρθςιμοποιείται για τον διαχωριςμό των πρωτεϊνϊν με βάςθ τθ 

μοριακι τουσ μάηα. Θ θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων εκτελείται παρουςία του απορρυπαντικοφ SDS. 

Σο SDS είναι ζνα ιςχυρό ανιονικό απορρυπαντικό, το οποίο αφενόσ αποδιατάςςει τισ δευτεροταγείσ και 

τριτοταγείσ δομζσ των πρωτεϊνϊν (εκτόσ από αυτζσ που δθμιουργοφνται από διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ) 

κι αφετζρου προςδίδει αρνθτικό φορτίο ςτα πρωτεϊνικά μόρια, ανάλογο τθσ μάηασ τουσ. Απόρροια 

αυτοφ είναι πωσ θ θλεκτροφορθτικι κινθτικότθτα των πρωτεϊνικϊν μορίων μπορεί να αποτελεί 

ςυνάρτθςθ μόνο τθσ μοριακισ τουσ μάηασ. ΢τα δείγματα που πρόκειται να θλεκτροφορθκοφν 

προςτίκεται κατάλλθλοσ όγκοσ διαλφματοσ φόρτωςθσ (10 mM Tris-βάςθ,10 % (κ.ο) γλυκερόλθ, 2 % (κ.β) 

SDS, 5 % (κ.ο) β-μερκαπταικανόλθ, 0,002 % χρωςτικι Bromophenol blue). Σα δείγματα κερμαίνονται 

ςτουσ 100οC για 10 λεπτά. Παράλλθλα με τα δείγματα θλεκτροφορείται και μείγμα πρωτεϊνϊν γνωςτϊν 

μοριακϊν μαηϊν, προκειμζνου να εκτιμθκεί θ μοριακι μάηα των πρωτεϊνϊν των δειγμάτων. Θ 

θλεκτροφόρθςθ επιτελείται ςτθ ςυςκευι Mini protean II και ΛΛΛ τθσ BIO-RAD (Laemmli 1970) και το 

πικτωμα διαχωριςμοφ (0,375 M Tris-HCl, pH 8,8, 0,1 % (κ.β.) SDS, 0,1 % (κ.β.) APS, 0,04 % (κ.ο.) Temed) 

ζχει διαςτάςεισ 85 x 55 x 0,75 mm. Σζλοσ, ςτθ ςυςκευι ςυμπλθρϊνεται το πικτωμα ςυμπφκνωςθσ (βλ. 

0,125 Μ Tris- HCl, pH 6,8, 0,1 % (κ.β.) SDS, 0,1 % (κ.β.) APS, 0,1 % (κ.ο.) Temed) και θ θλεκτροφόρθςθ 

διεξάγεται ςε ςυνκικεσ ςτακερισ τάςθσ 150 V ςε κερμοκραςία δωματίου για περίπου 1 ϊρα, 

παρουςία ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ θλεκτροδίων (25 mM Tris-HCl, pH 8,3, 0,192 M γλυκίνθ , 0,1 % (κ.β.) 

SDS). 

Θ ολικι ςυγκζντρωςθ πρωτεϊνϊν ςτο εκχφλιςμα του ιςτοφ αλλά και των κυττάρων προςδιορίςτθκε με 

τθ μζκοδο Bradford. Μςθ ποςότθτα ολικισ  πρωτεΐνθσ θλεκτροφορικθκε ςε αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ 

κατά Laemmli. Σα δείγματα των πρωτεϊνϊν που θλεκτροφορικθκαν περιείχαν επιπλζον Θ2Ο και  

Laemmli διάλυμα Φόρτωςθσ (Sample Buffer). Σο διάλυμα αυτό περιζχει μερκαπτοαικανόλθ για τθν 

αναγωγι διςουλφιδικϊν δεςμϊν και τθν αποδιάταξθ των πρωτεϊνϊν. Επίςθσ, περιζχει SDS που 

προςφζρει αρνθτικό φορτίο ςτισ πρωτεΐνεσ, γλυκερόλθ για τθν ςωςτι τοποκζτθςθ των δειγμάτων ςτισ 

ειδικζσ κζςεισ. Σζλοσ, περιζχει και κυανοφν τθσ βρωμοφαινόλθσ τόςο για τθ ςωςτι τοποκζτθςθ των 

δειγμάτων όςο και για τθν παρακολοφκθςθ τθσ πορείασ τθσ θλεκτροφόρθςθσ. Θ φπαρξθ του ιςχυροφ 

απορρυπαντικοφ ςε ςυνδυαςμό με το γεγονόσ ότι τα δείγματα κερμαίνονται ςτουσ 95°C  για πζντε 

λεπτά ζχει ωσ αποτζλεςμα να αποδιαταχκοφν οι δευτεροταγείσ και τριτοταγείσ δομζσ των πρωτεϊνϊν. 

΢τθ ςυνζχεια, τα δείγματα  φυγοκεντροφνται για 1 λεπτό ςτισ 13.000 ςτροφζσ ανά λεπτό. ΢ε κάκε 
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πικτωμα φορτϊνονται 5 μL του μάρτυρα μεγεκϊν πρωτεϊνϊν Page Ruler Prest Protein Ladder και 

ακολουκεί φόρτωςθ των δειγμάτων και θλεκτροφόρθςθ τουσ. Για τθν θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων 

χρθςιμοποιικθκαν πικτεσ με δφο ςτρϊςεισ  (stacking & separating gel) για τθν άριςτθ ανάλυςθ των 

πρωτεϊνϊν. Κακϊσ τα δείγματα μετακινοφνται, περνοφν από τθν πρϊτθ ςτρϊςθ θ οποία αποτελείται 

από χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ πολυακρυλαμίδθσ 5% (w.v), χαμθλότερο pH και μικρότερο ιοντικό 

περιεχόμενο. Θ ςφςταςθ αυτι, επιτρζπει ςτισ πρωτεΐνεσ να δομιςουν μία ςυμπυκνωμζνθ ηϊνθ και να 

ειςζλκουν ταυτόχρονα ςτθ δεφτερθ ςτρϊςθ διαχωριςμοφ. Θ δεφτερθ ςτρϊςθ μπορεί να ζχει 

περιεκτικότθτα πολυακρυλαμίδθσ 8%, 12% και 15% (w/v), αναλόγωσ του είδουσ τθσ 

προςδιοριηόμενθσ πρωτεΐνθσ. Θ θλεκτροφόρθςθ, πραγματοποιείται ςε ςτακερι τάςθ 120 V ςε 

κερμοκραςία δωματίου και παρουςία ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ τρεξίματοσ πρωτεϊνϊν (Running Buffer 

1x). Θ μετακίνθςθ των επεξεργαςμζνων πρωτεϊνϊν που ζχουν αποκτιςει αρνθτικό φορτίο και ζχουν 

αποδιαταχκεί πραγματοποιείται από τον αρνθτικό προσ το κετικό πόλο τθσ ςυςκευισ μόνο με βάςθ το 

μοριακό τουσ βάροσ. Θ θλεκτροφόρθςθ διαρκεί μζχρι  να ολοκλθρωκεί θ κατανομι των πρωτεϊνϊν ςε 

όλο το μικοσ του πθκτϊματοσ και οι πρωτεΐνεσ μικρότερου μοριακοφ βάροσ μετακινοφνται πιο γριγορα 

ςε ςχζςθ με τισ μεγαλφτερου μοριακοφ βάρουσ πρωτεΐνεσ. 

3.5.4 Ανάλυςθ Πρωτεϊνϊν με Ανοςοςτφπωςθ κατά Western (Western Blot). 

 
Με το τζλοσ τθσ θλεκτροφόρθςθσ, ακολουκεί μεταφορά των πρωτεϊνϊν ςε μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ με χριςθ ειδικισ ςυςκευισ μεταφοράσ. ΢τθν περίπτωςθ που το ενδιαφζρον μασ 

εςτίαηε ςτον εντοπιςμό τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ, χρθςιμοποιικθκε ςυςκευι θμί-ξθρθσ 

μεταφοράσ τθσ BIO-RAD. Θ θλεκτρομεταφορά πραγματοποιικθκε μόνο ςε αυτι τθν περίπτωςθ ςε 

ςτακερι τάςθ 20 V για 60 λεπτά. Θ καταςκευι τθσ καςζτασ  που κα τοποκετθκεί ςτθ ςυςκευι 

θλεκτρομεταφοράσ  περιλαμβάνει τοποκζτθςθ υλικϊν που ζχουν διαβραχεί πρϊτα με το διάλυμα 

μεταφοράσ, με τθν παρακάτω  ςειρά : ςφουγγάρι, 2 χαρτιά Whatman 7x9 cm, πικτωμα, μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ 7x9 cm, 2 χαρτιά Whatman 7x9 cm, ςφουγγάρι. Θ προετοιμαςία γίνεται με τζτοιο 

τρόπο ϊςτε να απομακρυνκοφν φυςαλίδεσ αζρα που κα εμπόδιηαν τθ μεταφορά των πρωτεϊνϊν. Θ 

καςζτα ςφραγίηεται και τοποκετείται ϊςτε θ μεταφορά των αρνθτικά φορτιςμζνων (λόγω του SDS) 

πρωτεϊνϊν να γίνει από τον αρνθτικό ςτο κετικό πόλο με τθ δζςμευςθ τουσ ςτθ μεμβράνθ 

νιτροκυτταρίνθσ. Ζπειτα, θ μεμβράνθ νιτροκυτταρίνθσ ςτθν οποία ζχουν δεςμευτεί οι πρωτεΐνεσ 

υφίςταται χρϊςθ Ponceau, θ οποία δεςμεφεται ςε όλεσ τισ πρωτεΐνεσ και διαπιςτϊνεται εάν θ 

μεταφορά είναι πετυχθμζνθ. Θ μεμβράνθ, ξεπλζνεται με απιονιςμζνο νερό ϊςπου να απομακρυνκεί θ 

χρωςτικι. Ακολουκεί θ δζςμευςθ των μθ ειδικϊν κζςεων με επϊαςθ τθσ μεμβράνθσ ςε διάλυμα 
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ςκόνθσ γάλατοσ χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε λιπαρά 5% (w/v) ςε διάλυμα πλφςεων θλεκτροφορθτικισ 

μεταφοράσ (TNT), για μία ϊρα ςε κερμοκραςία δωματίου υπό ιπια ανάδευςθ. ΢τθ ςυνζχεια, ςε κάκε 

μεμβράνθ τοποκετείται πρωτογενζσ αντίςωμα ζναντι τθσ επικυμθτισ πρωτεΐνθσ, το οποίο ζχει 

διαλυκεί  ςε διαφορετικζσ αραιϊςεισ ανάλογα με το είδοσ του, όπωσ φαίνεται ςτον πίνακα, είτε ςε 

ςκόνθ γάλατοσ-ΣΝΣ 1x 5% (w/v) είτε ςε BSA-ΣΝΣ 1x 5% (w/v). Θ ζκκεςθ τθσ μεμβράνθσ ςτο αντίςωμα 

διαρκεί 16 ϊρεσ ςτουσ 4°C, υπό ιπια ανάδευςθ. Σθν επόμενθ θμζρα θ μεμβράνθ ξεπλζνεται τρεισ 

φορζσ για 10 λεπτά με ΣΝΣ-1x, υπό ιπια ανάδευςθ για τθν απομάκρυνςθ του αντιςϊματοσ από τισ μθ 

ειδικζσ κζςεισ. ΢τθ ςυνζχεια, επωάηεται ςε κερμοκραςία δωματίου για 1,5 ϊρα, υπό ιπια ανάδευςθ με 

δευτερογενζσ αντίςωμα, που είναι ςυηευγμζνο με το ζνηυμο αλκαλικι φωςφατάςθ, και  

παραςκευάηεται ςε αραίωςθ 1:10.000 ςε ςκόνθ γάλατοσ 5% ςε ΣΝΣ-1x  (w/v) ι ςε BSA ςε TΝT-1x 5% 

(w/v). Ακολουκοφν, τρεισ δεκάλεπτεσ πλφςεισ με TΝT-1x, υπό ιπια ανάδευςθ. Θ εμφάνιςθ των ηωνϊν 

γίνεται αρχικά μζςω επϊαςθσ ςε διάλυμα ανάπτυξθσ και ςτθ ςυνζχεια μζςω προςκικθσ διαλφματοσ 

χρωματικισ αντίδραςθσ. Θ αντίδραςθ ςταματά με τθ μεταφορά νιτροκυτταρίνθσ ςε απεςταγμζνο νερό.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ 
 

4.1 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ DDC και των Ιςομορωϊν τθσ ςτθν Ζκωραςθ, ςτθ 
Δθμιουργία Τψθλομοριακϊν APP ΢υμπλόκων και ςτθν Πρωτεολυτικι Επεξεργαςία 
τθσ APP.  

 

 Όπωσ ζχει ιδθ αναφερκεί, το πεπτίδιο Αβ είναι προϊόν τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ τθσ 

προδρόμου πρωτεΐνθσ του αμυλοειδοφσ (ΑPP), μιασ τφπου Λ διαμεμβρανικισ γλυκοπρωτεΐνθσ. Θ 

πρωτεόλυςθ πραγματοποιείται μζςω μιασ διαδοχικισ δράςθσ πρωτεολυτικϊν ενηφμων που 

ονομάηονται εκκριτάςεσ (α-, β- και γ- εκκριτάςθ). Θ πρωτεόλυςθ ξεκινά με τθ δράςθ είτε τθσ α- είτε τθσ 

β- εκκριτάςθσ και ακολουκείται από τθ δράςθ τθσ γ- εκκριτάςθσ. Όταν μόρια τθσ APP επεξεργάηονται 

από τθν α- εκκριτάςθ εντόσ τθσ περιοχισ του Αβ πεπτιδίου, τότε αποκλείεται θ παραγωγι του Aβ. Όταν 

θ επεξεργαςία γίνεται από τθν β- και τθ γ- εκκριτάςθ, παράγεται ζνα πεπτίδιο του αμυλοειδοφσ, μικουσ 

17- 43 αμινοξζων. Σο πεπτίδιο Αβ40 είναι το πιο άφκονο, το Αβ42 είναι αυτό το οποίο ζχει ςχετιςτεί με 

τθ AD. Επίςθσ, θ πρωτεολυτικι επεξεργαςία από τισ α- και β- εκκριτάςθ παράγει διαλυτζσ μορφζσ APP, 

οι οποίεσ ονομάηονται sAPPα και sAPPβ, αντίςτοιχα. Οι διαλυτζσ αυτζσ μορφζσ εντοπίηονται και ςτο 

ανκρϊπινο εγκεφαλονωτιαίο υγρό και ζχει προτακεί ότι μπορεί να αποτελοφν δυνθτικά νζουσ 

βιοδείκτεσ τθσ AD [45]. Ενδιαφζρον ζχει δείξει το γεγονόσ ότι θ κυτοπλαςματικι περιοχι τθσ πλιρουσ 

μικουσ APP εντοπίηεται ςε διαλυτι μορφι (sAPPf) και μπορεί να ςχθματίηει ετερομερι [45], τα οποία 

ζχουν μοριακι μάηα από 48 kDa ζωσ 130 kDa. Όπωσ προ-αναφζρκθκε, θ εμπλοκι τθσ DA ςτθν 

πακοφυςιολογία τθσ νόςου ζχει διαπιςτωκεί από πολλζσ μελζτεσ. Γνωρίηοντασ ότι θ DDC είναι το 

βιοςυνκετικό ζνα ζνηυμο που οδθγεί ςτθν παραγωγι τθσ DA (μζςω αποκαρβοξυλίωςθσ τθσ L- DOPA), 

κρίκθκε αναγκαίο ςτθν παροφςα μελζτθ να διερευνθκεί θ επίδραςθ τθσ DDC, όςο και των ιςομορφϊν 

αυτισ ςτθ πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP.  

 Μελζτεσ ζχουν δείξει το ςχθματιςμό των υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP. Tα 

αποτελζςματα των ερευνϊν αυτϊν ζδειξαν πωσ υπάρχει μία αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των μορφϊν τθσ 

sAPP ςτο εγκεφαλονωτιαίο υγρό και οι οποίεσ ζχουν τθ δυνατότθτα να ςχθματίηουν ετερομερι 

ςφμπλοκα. Σο γεγονόσ αυτό κα μποροφςε να οφείλεται ςτισ υδρόφοβεσ ι/ και ιονικζσ ιδιότθτεσ τθσ APP 

[45]. Παρεμφερι ςφμπλοκα, παρατθροφνται και ςτα αποτελζςματα τθσ παροφςασ εργαςίασ που 

περιγράφονται παρακάτω. 
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4.1.1 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ DDC και των Λςομορφϊν τθσ ςτθν Αμυλοειδογενι 
Πρωτεολυτικι Επεξεργαςία τθσ APP. 

 
Σα κφτταρα που χρθςιμοποιικθκαν ανικουν ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO (Chinese Hamster Ovary 

cells). Οι παραχκείςεσ επιμολυςμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ που χρθςιμοποιικθκαν, ζχουν αναφερκεί 

αναλυτικά ςτθν ενότθτα «Τλικά και Μζκοδοι» και εκφράηουν τθν πλιρουσ μικουσ DDC και τισ 

ςυντετμθμζνεσ μορφζσ τθσ. Ο εντοπιςμόσ των πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων που εμπεριζχουν τον 

επίτοπο του Αβ, πραγματοποιικθκε μζςω ανοςοςτυπϊματοσ κατά Western με τθ χριςθ ειδικϊν 

αντιςωμάτων που ζχουν παραχκεί ςτο εργαςτιριο τθσ επιβλζπουςασ. Δείγματα ομογενοποιθμζνων 

κυττάρων αναλφκθκαν ςε SDS- PAGE. Θ οπτικοποίθςθ των παραχκζντων κραυςμάτων ζγινε με τθ 

μζκοδο τθσ αλκαλικισ φωςφατάςθσ, που περιγράφεται ςτθν ενότθτα «Τλικά και Μζκοδοι».  

 
 
 

 
 
 
Εικόνα 4.1.1: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DDC και των ιςομορωϊν τθσ ςτθν αμυλοειδογενι 
πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπό μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/ Αlt- DDC; L4: CHO/ DDC- 3.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15% Θ ανίχνευςθ των 
πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Aβ.  

΢τθν εικόνα παρουςιάηεται το διαφορετικό προφίλ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ τθσ APP, 
ανάλογα με τθν κυτταρικι ςειρά, ςτισ περιοχζσ μεταξφ 75 ζωσ και τα 63 kDa. Εντυπωςιακι είναι θ 
παραγωγι πολλαπλϊν κραυςμάτων, κακϊσ και θ αφξθςθ τουσ ςτθν περιοχι των 75 kDa και των 63 kDa 
ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO/ DDC ςε ςχζςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα CHO. Θ αφξθςθ αυτι 
παρατθρείται ακόμθ και ςτισ δφο ςυντετμθμζνεσ ιςομορφζσ ςε ςχζςθ τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα, 
γεγονόσ που αποκαλφπτει τθ διαφορετικι επίδραςθ τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ ςτθν πρωτεόλυςθ 
τθσ APP.  
 

75 kDa 

63 kDa 

      L1                   L2                  L3               L4 
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4.1.2 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ Ζκφραςθσ τθσ DDC και των ΢υντετμθμζνων Λςομορφϊν αυτισ 
ςτθν Ζκφραςθ τθσ Πλιρουσ μικουσ APP και ςτθν Καρβοξυτελικι Πρωτεολυτικι Επεξεργαςία 
τθσ. 

 
A. 
 
 

 
 

B. 
 

 
 

 
Γ. 
 

 
 
 
Δ. 

 

 
 
 

Ε. 
 

 
 

Εικόνα 2: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DDC και των ιςομορωϊν τθσ ςτθν ζκωραςθ τθσ πλιρουσ μικουσ 
APP και ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπό μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/ Αlt- DDC; L4: CHO/ DDC- 3.  

        L1              L2             L3            L4 

75 kDa 

63 kDa 

               L1            L2            L3           L4 

63 kDa 

48 kDa 

63 kDa 

      L1                  L2                  L3               L4 

     L1                 L2                    L3                L4 

75 kDa 

        L1                L2                  L3              L4 

130 kDa 

100 kDa 

75 kDa 
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Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15% και 8%. Θ ανίχνευςθ των 
καρβοξυτελικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ C- terminal. 

΢τθν εικόνα Α., παρουςιάηεται θ πλιρουσ μικουσ APP ςτθν περιοχι ανάμεςα από τα 100 με 130 
kDA, θ οποία εμφανίηεται μόνο ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO/DDC.  Αποκαλφπτεται θ τεράςτια αφξθςθ τθσ 
ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP, παρουςία DDC. ΢τισ εικόνεσ Β. ζωσ Ε., είναι εμφανισ ο 
ανοςοεντοπιςμόσ των καρβοξυτελικϊν κραυςμάτων ςτισ περιοχζσ από τα 75 ζωσ και τα 48 kDa ςε ζνα 
εντυπωςιακά επαναλαμβανόμενο μοτίβο. Αποκαλφπτεται ξανά, θ διαφορετικι επίδραςθ τθσ DDC και 
των ςυντεντμθμζνων ιςομορφϊν τθσ, ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP.  

4.1.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DDC και των Iςομορφϊν τθσ ςτθ Δθμιουργία Τψθλομοριακϊν 
΢υμπλόκων τθσ APP.  

 
Α. 

 
 
Β. 
 

 
 
 
Εικόνα 3: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DDC και των ιςομορωϊν τθσ ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν 
APP ςυμπλόκων:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπό μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/ Αlt- DDC; L4: CHO/ DDC- 3.  
Εικόνα Α: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 12%. Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ C- terminal.  
Εικόνα Β: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 12%. Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ περιοχισ 
Αβ.  

Ακόμθ και ςε αυτι τθν περίπτωςθ αποκαλφπτεται θ ςθμαντικι εμπλοκι τθσ DDC και των 
ιςομορφϊν τθσ ςτθ δθμιουργία ετερομερϊν ςυμπλόκων τθσ APP. Και ςτισ δφο εικόνεσ αποκαλφπτεται θ 
δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων, τα οποία φαίνεται να εμπεριζχουν τθν πλιρουσ μικουσ APP, 
αφοφ ο ανοςοεντοπιςμόσ του επιτόπου του αμυλοειδοφσ και του καρβοξυτελικοφ επιτόπου, είναι 
εμφανισ. Σα ςφμπλοκα αυτά είναι αποτζλεςμα αλλθλεπίδραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP με άλλεσ 
πρωτεΐνεσ ι με κραφςματα τθσ ίδιασ. Ο ρόλοσ τθσ κάκε ιςομορφισ ςτθν δθμιουργία των ςυμπλόκων 
αυτϊν, είναι διαφορετικόσ.  

 

 

 

         L1                L2                L3                L4 

180 kDa 

130 kDa 

         L1                L2                L3                L4 

180 kDa 

130 kDa 
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΢υνοψίηοντασ: 

Θ επίδραςθ τθσ κυτταρικισ ςειράσ CHO/ DDC, είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι τθσ 

δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα CHO, μεταξφ 

των 130- 180 kDa, τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP ςτα ~115 kDa, κακϊσ και τθν 

εντυπωςιακι αφξθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ (αμυλοειδογενισ και καρβοξυτελικι) τθσ APP 

ςτα 75, 63 και 48 kDa. Θ επίδραςθ τθσ κυτταρικισ ςειράσ CHO/ Alt- DDC, είχε ωσ αποτζλεςμα τθν 

επαγωγι τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα 

CHO, μεταξφ των 130- 180 kDa, τθν απουςία τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP ςτα ~115 kDa, 

κακϊσ και τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ (αμυλοειδογενισ ςτα 63 kDa και 

καρβοξυτελικι ςτα 75 kDa. Θ επίδραςθ τθσ κυτταρικισ ςειράσ CHO/ DDC-3, είχε ωσ αποτζλεςμα τθν 

επαγωγι τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα 

CHO, μεταξφ των 130- 180 kDa, τθν απουςία τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP ςτα ~115 kDa, 

κακϊσ και τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ (αμυλοειδογενισ ςτα 63 kDa και 

καρβοξυτελικι ςτα 75 και ςτα kDa. 

 

4.2 Μελζτθ τθσ Eπίδραςθσ τθσ DA ςτθν Ζκωραςθ και Πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ 
APP ςτισ Κυτταρικζσ ΢ειρζσ που Εκωράηουν τθν Πλιρουσ Μικουσ DDC και τισ 
Εναλλακτικζσ Ιςομορωζσ Αυτισ. 

 
 Θ ενεργότθτα τθσ DDC τροποποιείται από τθν εξωγενι χοριγθςθ DA μζςω δφο μονοπατιϊν. Σο 

πρϊτο περιλαμβάνει τθν άμεςθ πρόςλθψθ L- Dopa από το κφτταρο και τθ μετατροπι τθσ ςε DA μζςω 

τθσ δράςθσ τθσ DDC, ενϊ το δεφτερο μονοπάτι περιλαμβάνει τθν ζμμεςθ ενεργοποίθςθ τθσ DDC μζςω 

του ςυςτιματοσ μεταγωγισ μθνυμάτων D1- υποδοχζασ- κυκλικό AMP- πρωτεϊνικι κινάςθ Α [308].  

΢τθν ενότθτα αυτι, μελετικθκε θ εξωγενισ χοριγθςθ DA ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ, για τθν 

περαιτζρω διερεφνθςθ του ρόλου τθσ DDC ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία αλλά και ςτθν ζκφραςθ τθσ 

APP.  

4.2.1 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ DΑ (25 και 75 μM) ςτθ Δθμιουργία Τψθλομοριακϊν APP 
΢υμπλόκων, ςε Κυτταρικζσ ΢ειρζσ CHO και CHO/ DDC. 

 
Α. 
 

 

           L1                      L2                    L3                    L4 

180 kDa 



92 
 

 
Β.  

 

 
 

Εικόνα 1: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DA ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν διμερϊν APP, ςε κυτταρικζσ 
ςειρζσ CHO και CHO/DDC:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπό μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/ DDC+25 μΜ DA; L4: CHO/ DDC+75 μΜ DA.  
Εικόνα Α: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8%. Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ C- terminal.  
Εικόνα Β: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15%. Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ. 

Παρουςιάηονται ςφμπλοκα τθσ ΑPP ςτθν περιοχι πάνω από τα 180 kDa, οι οποίεσ δείχνουν τθ 
διαφορετικι επίδραςθ τθσ DDC, παρουςία DA. Εντυπωςιακζσ είναι οι ζντονεσ ηϊνεσ ςτθ διαδρομι L3, 
όπου φορτϊκθκε πρωτεΐνθ κυττάρων CHO/ DDC, τα οποία είχαν επωαςτεί με 25 μΜ DA. Παρουςία DA, 
θ δθμιουργία ςυμπλόκων APP, μειϊνεται ςε ςφγκριςθ με τα CHO/ DDC που δεν επωάςτθκαν με DA, 
αλλά αυξάνεται ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα CHO. 

4.2.2 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ DΑ (25 και 75 μM) ςτθν Πρωτεολυτικι Επεξεργαςία τθσ APP, 
ςε Κυτταρικζσ ΢ειρζσ CHO και CHO/ DDC.  

 
Α. 

  
 
Β.  

  
 

            L1                     L2               L3                    L4 

100 kDa 

75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

           L1                      L2                    L3                    L4 

180 kDa 

130 kDa 

            L1                     L2                 L3                  L4 

75 kDa 

63 kDa 
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Εικόνα 2: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DΑ ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP, ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και 
CHO/ DDC:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/ DDC+25 μΜ DA; L4: CHO/ DDC+75 μΜ DA.  
Εικόνα Α: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15%. Θ ανίχνευςθ των 
καρβοξυτελικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ C- terminal.  
Παρουςιάηεται θ διαφορετικι πρωτεόλυςθ που υφίςταται θ APP, ςτθν περιοχι ανάμεςα από 100 και 
75 kDa, κακϊσ και ανάμεςα από τα 63 και 48 kDa, οι οποίεσ δείχνουν τθ διαφορετικι επίδραςθ τθσ 
DDC, παρουςία DA. Εμφανείσ είναι οι ζντονεσ ηϊνεσ ςτθ διαδρομι L4, όπου φορτϊκθκε πρωτεΐνθ 
κυττάρων CHO/ DDC, τα οποία είχαν επωαςτεί με 75 μΜ DA. 
Εικόνα B: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15%. Θ ανίχνευςθ των 
πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Aβ.  
Διακρίνεται εμφανϊσ ο μεγαλφτεροσ καταβολιςμόσ τθσ APP παρουςία DDC, κακϊσ και παρουςία DA και 
ςτισ δφο ςυγκεντρϊςεισ. 

 

4.2.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DΑ (25 και 75 μM) ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν APP 
ςυμπλόκων, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/ DDC-3. 

 

Α. 

 
 
Β. 

 
 
Εικόνα 3: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DA ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν διμερϊν ςυμπλεγμάτων 
APP, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/DDC-3.  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC-3; L3: CHO/ DDC-3+25 μΜ DA; L4: CHO/ DDC-3+75 μΜ DA.  
Εικόνα Α: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8% Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  
Εικόνα Β: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15% Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ. 

Παρουςιάηονται υψθλομοριακά ςφμπλοκα τθσ ΑPP ςτθν περιοχι πάνω από τα 180 kDa, οι 
οποίεσ δείχνουν τθ διαφορετικι επίδραςθ τθσ ιςομορφισ DDC-3, παρουςία DA. Φαίνεται πωσ θ DA 

      L1                       L2                     L3                    L4 

180 kDa 
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130 kDa 



94 
 

ευνοεί τθν δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων ςτθν κυτταρικι ςειρά DDC-3, ςε ςχζςθ με τα 
κφτταρα που δεν επωάςτθκαν με DA, αλλά και ςε ςχζςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα CHO. 

4.2.4 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ DΑ (25 και 75 μM) ςτθν Πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP, 
ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/ DDC-3.  

A. 
 
 

 
B. 

 
 

 
 
 
Εικόνα 4: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DΑ ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP, ςτισ κυτταρικζσ 
ςειρζσ CHO και CHO/ DDC-3. 
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC-3; L3: CHO/ DDC-3+25 μΜ DA; L4: CHO/ DDC-3+75 μΜ DA.  
Εικόνα Α: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15% Θ ανίχνευςθ των 
πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  
Εικόνα Β: Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15% Θ ανίχνευςθ των 
καρβοξυτελικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ C-terminal.  

Παρουςιάηεται θ διαφορετικι πρωτεόλυςθ που υφίςταται θ APP, ςτθν περιοχι ανάμεςα από 
48 και 75 kDa. ΢τθν εικόνα Α., φαίνεται πωσ θ χοριγθςθ DA ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO/DDC-3 προωκεί 
τον καταβολιςμό τθσ APP ςτα 75 kDa. Αντικζτωσ, ςτθν εικόνα Β., εντυπωςιακά είναι τα αποτελζςματα 
ςτθν περιοχι ανάμεςα από τα 48 ζωσ και τα 63 kDa, όπου εξαφανίηονται τα κραφςματα ςτα κφτταρα 
που ζχουν επωαςτεί με DA.  
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4.2.5 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DΑ (25 και 75 μM) ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν APP 
ςυμπλόκων, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/ Alt- DDC. 

 
 
 

 
 
 
Εικόνα 5: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ DA ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων APP, ςε 
κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/Alt- DDC: 
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/Alt- DDC; L3: CHO/ Alt- DDC+25 μΜ DA; L4: CHO/ Alt- DDC+75 μΜ DA.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8% Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  

΢τθν εικόνα, παρουςιάηονται πικανά ςφμπλοκα τθσ ςτθν περιοχι πάνω από τα 180 kDa, οι 
οποίεσ δείχνουν τθ διαφορετικι επίδραςθ τθσ Αlt- DDC, παρουςία DA. Εντυπωςιακι επίδραςθ ζχει θ 
DA ςτθν κυτταρικι ςειρά αυτι, κακϊσ φαίνεται να μειϊνει τθ δθμιουργία ςυμπλόκων APP ςε ςχζςθ με 
τα κφτταρα που δεν επωάςτθκαν με DA, αλλά φαίνεται να τθν αυξάνει ςε ςφγκριςθ με τα μθ 
επιμολυςμζνα κφτταρα. 

 
΢υνοψίηοντασ: 

΢τθν κυτταρικι ςειρά CHO/ DDC, θ χοριγθςθ τθσ 25μM DA είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι 

δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω 

από τα  180 kDa και τθν αφξθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 63, 48 kDa. ΢τθν κυτταρικι ςειρά 

CHO/ DDC, θ χοριγθςθ τθσ 75μM DA είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν 

ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω από τα  180 kDa και τθν 

εντυπωςιακι τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 75, 63 και 48 kDa. ΢τθν κυτταρικι 

ςειρά CHO/ DDC-3 , θ χοριγθςθ τθσ 25μM DA είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι δθμιουργίασ 

υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω από τα  180 

kDa και τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 63 kDa. ΢τθν κυτταρικι ςειρά CHO/ 

DDC-3, θ χοριγθςθ τθσ 75μM DA είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν 

ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω από τα 180 kDa και τθν 

τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 63 kDa. ΢τθν κυτταρικι ςειρά CHO/ Alt- DDC, θ 

χοριγθςθ τθσ 25 και 75 μM DA είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν 

         L1                     L2                  L3                 L4 
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ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω από τα  180 kDa, αλλά τθ 

μείωςθ τουσ ςε ςχζςθ με τα DDC που δεν επωάςτθκαν με DA. 

4.3 Μελζτθ τθσ Eπίδραςθσ τθσ Carbidopa ςτθν Ζκωραςθ και ςτθν Πρωτεολυτικι 
επεξεργαςία τθσ APP ςτισ Κυτταρικζσ ΢ειρζσ που Εκωράηουν τθν Πλιρουσ Μικουσ 
DDC και τισ Εναλλακτικζσ Ιςομορωζσ Αυτισ. 

 
 Θ carbidopa (α- μεκυλ- Dopa- υδραηίνθ) αποτελεί ςυναγωνιςτικό αναςτολζα τθσ DDC, ο οποίοσ 

ςυνδζεται ομοιοπολικά με τθ 5- φωςφορικι πυριδοξάλθ, που αποτελεί απαραίτθτο ςυμπαράγοντα του 

ενηφμου. Θ carbidopa χορθγείται μαηί με τθν L- Dopa ςε άτομα που πάςχουν από PD, ϊςτε να 

αναςτζλλεται θ περιφερικι DDC, θ οποία δεν μπορεί να διαπεράςει τον αιματοεγκεφαλικό φραγμό. 

΢τθν ενότθτα αυτι, παρουςιάηεται θ προςπάκεια διερεφνθςθσ πικανοφ ςυςχετιςμοφ τθσ DDC με τθν 

πρωτεόλυςθ τθσ APP, με τθν εξωγενι χοριγθςθ του χθμικοφ αναςτολζα τθσ DDC, carbidopa. 

4.3.1 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ carbidopa (20 και 100 μM) ςτθ δθμιουργία  υψθλομοριακϊν 
ςυμπλόκων τθσ APP, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/ DDC. 

 
 
  

 
 

 
Εικόνα 1: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ carbidopa ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων APP, ςε 
κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/DDC:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/DDC+20 μΜ Carbidopa; L4: CHO/DDC+100 μΜ Carbidopa.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8% Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  

΢τθν εικόνα, παρουςιάηονται πικανά ςφμπλοκα τθσ APP, ςτθν περιοχι των 180 kDa, παρουςία 
carbidopa. Εντυπωςιακι επίδραςθ ζχει θ αναςτολι τθσ DDC, από τθν carbidopa ςυγκζντρωςθσ 100 μΜ, 
κακϊσ φαίνεται να επάγει τθ δθμιουργία ςυμπλόκων APP ςε ςχζςθ με τα κφτταρα που δεν επωάςτθκαν 
με carbidopa, αλλά και  με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα. H carbidopa επάγει το ςχθματιςμό APP 
ςυμπλόκων ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO/DDC. 
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4.3.2 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ carbidopa (20 και 100 μM) ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν 
ςυμπλόκων τθσ APP, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/ DDC-3. 

 
 
 

 
 
Εικόνα 2: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ carbidopa ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν APP ςυμπλόκων, ςε 
κυτταρικζσ ςειρζσ CHO και CHO/DDC-3:  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/DDC+20 μΜ Carbidopa; L4: CHO/DDC+100 μΜ Carbidopa.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8% Θ ανίχνευςθ των 
υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  

΢τθν εικόνα, παρουςιάηονται πικανά ςφμπλοκα τθσ APP, ςτθν περιοχι των 180 kDa, παρουςία 
carbidopa. Εντυπωςιακι επίδραςθ ζχει θ αναςτολι τθσ DDC-3 , από τθν carbidopa ςυγκζντρωςθσ 100 
μΜ, κακϊσ φαίνεται να καταςτζλλει τθ δθμιουργία ςυμπλόκων τθσ APP ςε ςχζςθ με τα κφτταρα που 
δεν επωάςτθκαν με carbidopa, αλλά και με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα. H carbidopa επάγει το 
ςχθματιςμό APP ςυμπλόκων ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO/DDC-3.  

 

4.3.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ carbidopa (20 και 100 μM) ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία 
τθσ APP, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ CHO, CHO/ DDC, CHO/ DDC-3 και CHO/ Alt- DDC. 

 
A. 
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B. 
 

  
 
 
Γ. 
 

 
 
Εικόνα 3: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ carbidopa ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP, ςτισ 
κυτταρικζσ ςειρζσ CHO, CHO/DDC, CHO/DDC-3 και CHO/Alt- DDC.  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
Εικόνα Α: 
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/DDC+20 μΜ Carbidopa; L4: CHO/DDC+100 μΜ Carbidopa.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15%. Θ ανίχνευςθ των 
πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  
Εικόνα B: 
L1: CHO; L2: CHO/DDC-31; L3: CHO/DDC-3+ 20 μΜ Carbidopa; L4: CHO/DDC-3+100 μΜ Carbidopa.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 15%. Θ ανίχνευςθ των 
πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  
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΢υμπεραίνουμε πωσ θ carbidopa, επάγει τθν πρωτεολυτικι διαδικαςία τθσ APP ςτθν κυτταρικι 
ςειρά DDC-3 ςτα 63 kDa, ενϊ ςε χαμθλότερα μοριακά βάρθ τθν αναςτζλλει ςε ςχζςθ με τα μθ 
επιμολυςμζνα κφτταρα.  
Εικόνα Γ:  
L1: CHO; L2: CHO/DDC; L3: CHO/Alt- DDC+20 μΜ Carbidopa; L4: CHO/Alt- DDC+100 μΜ Carbidopa.  
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πικτωμα πυκνότθτασ 15% Θ ανίχνευςθ των 
πρωτεολυτικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ.  

Εδϊ είναι εμφανισ θ αναςτολι που επάγει θ carbidopa ςτον καταβολιςμό τθσ APP ςτα 75 kDa, 
αναςτζλλει κατά ςυνζπεια τθ δθμιουργία κραυςμάτων του αμυλοειδοφσ, ςε ςφγκριςθ με τα μθ 
επιμολυςμζνα κφτταρα. Σο γεγονόσ αυτό υποδεικνφει τον ενεργό ρόλο τθσ Alt- DDC ςτθν πρωτεολυτικι 
επεξεργαςία τθσ APP. 

 
΢υνοψίηοντασ: 
΢τθν κυτταρικι ςειρά CHO/ DDC, θ χοριγθςθ τθσ 20μM και 100 μΜ carbidopa είχε ωσ 

αποτζλεςμα τθν επαγωγι δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ 

επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω από τα  180 kDa και τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ 

από τα 75 ζωσ και τα 35 kDa. ΢τισ κυτταρικζσ ςειρζσ CHO/ DDC-3 και CHO/ Alt- DDC, θ χοριγθςθ τθσ 20 

μM και 100 μΜ carbidopa είχε ωσ αποτζλεςμα τθ μείωςθ τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων 

τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα πάνω από τα  180 kDa και τθν τροποποίθςθ τθσ 

πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ από τα 75 ζωσ και τα 35 kDa.  

 

4.4 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ ΢ταυροςπορίνθσ (STS) ςτθν Ζκωραςθ και ςτθν 
Πρωτεολυτικι Επεξεργαςία τθσ ΑPP ςτισ Κυτταρικζσ ΢ειρζσ που Εκωράηουν τθν 
Πλιρουσ Μικουσ DDC και τισ Εναλλακτικζσ Ιςομορωζσ Αυτισ. 

 
Θ STS είναι ζνα φυςικό προϊόν, το οποίο απομονϊκθκε από το βακτιριο Streptomyces 

staurosporeus το 1977, το οποίο ζχει δειχκεί πωσ διακζτει αντιμυκθτιακζσ και αντι- υπερταςικζσ 

βιολογικζσ λειτουργίεσ. Ωσ εκ τοφτου, το αντιβιοτικό αυτό κζντριςε το ερευνθτικό ενδιαφζρον, για τθ 

χριςθ του ςε αντικαρκινικζσ κεραπείεσ. Θ κφρια βιολογικι ενεργότθτα τθσ STS είναι θ αναςτολι των 

πρωτεϊνικϊν κιναςϊν, εμποδίηοντασ το ATP να ςυνδεκεί ςτθν κινάςθ. Αυτό επιτυγχάνεται με τθν 

υψθλότερθ ςυγγζνεια τθσ STS ςτθν κζςθ δζςμευςθσ του ATP τθσ κινάςθσ. Ζρευνεσ ζχουν δείξει, πωσ θ 

STS ζχει τθν ικανότθτα να ςυρρικνϊνει όγκουσ in vivo ςε ποντίκια, χωρίσ τισ τοξικζσ παρενζργειεσ. Ωσ εκ 

τοφτου προτάκθκε ωσ αντικαρκινικό φάρμακο με μεγάλθ αποπτωτικι ενεργότθτα. Επίςθσ, ζχει 

αναφερκεί όχι μόνο ωσ ζνασ προ- αποπτωτικόσ παράγοντασ, αλλά ωσ ζνασ επαγωγζασ διαφοροποίθςθσ 

αρκετϊν κυτταρικϊν ςειρϊν νευροβλαςτϊματοσ. ΢τθν παροφςα ενότθτα, ζγινε μια προςπάκεια 
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μελζτθσ τθσ ενεργότθτασ αυτισ τθσ STS ςτθν ζκφραςθ και ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP, ςτισ κυτταρικζσ 

ςειρζσ CHO, CHO/ DDC, CHO/ DDC-3 και CHO/ Alt- DDC. 

 
A. 
 

 
 

B. 

 
 

  
 
 
Γ.  
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Εικόνα: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ STS ςτθν ζκωραςθ, ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP και ςτο ςχθματιςμό 
υψθλομοριακϊν APP ςυμπλόκων ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ CHO, CHO/DDC, CHO/DDC-3 και CHO/Alt- 
DDC.  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
Εικόνα Α+B: 
L1: CHO; L2: CHO+ 100 nM STS; L3: CHO/DDC+100 mΜ STS; L4: CHO/DDC-3+100 mΜ STS; L5: CHO/Alt- 
DDC+ 100 Mm STS. 
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8%. H ανίχνευςθ των 
αμυλοειδογενϊν άκρων τθσ APP (ςτα 82 kDa), τθσ πλιρουσ μικουσ APP (ςτα 115 kDa περίπου) κακϊσ 
και των ςυμπλόκων τθσ (ςτα 180 kDa), υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ Αβ. 

Παρατθρείται πωσ παρουςία τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ, θ πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ 
και θ δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων, δεν επθρεάηεται, ςε αντίκεςθ με τθν αναςτολι τθσ που 
παρατθρείται όταν απουςιάηει θ DDC από τα κφτταρα, τα οποία επωάςτθκαν με STS. ΢υνεπϊσ θ STS, 
επάγει τον καταβολιςμό τθσ APP, τθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν και αυξάνει ζκφραςθ τθσ πλιρουσ 
μικουσ APP ςε κφτταρα που εκφράηουν τθν DDC, τθν DDC-3 και τθν Alt- DDC. Ι διαφορετικά, θ STS 
αναςτζλλει τθν πρωτεόλυςθ, τθν ζκφραςθ και τθ δθμιουργία ετερομερϊν τθσ APP, ενϊ θ DDC φαίνεται 
να αναιρεί τθν αναςτολι αυτι.  
Εικόνα Γ: 
L1: CHO; L2: CHO+ 100 nM STS; L3: CHO/DDC+100 mΜ STS; L4: CHO/DDC-3+100 mΜ STS; L5: CHO/Alt- 
DDC+ 100 Mm STS. 
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 8%. H ανίχνευςθ των 
καρβοξυτελικϊν κραυςμάτων τθσ APP, τθσ πλιρουσ μικουσ APP, κακϊσ και των ςυμπλόκων τθσ 
υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ περιοχισ C- terminal. 

Παρατθρείται, πωσ ςε αυτι τθ ςυγκζντρωςθ STS, επάγεται κατά πολφ περιςςότερο θ 
δθμιουργία ςυμπλόκων ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ CHO/ DDC-3 και CHO/Alt- DDC, όπωσ επίςθσ αυξάνεται 
και θ ζκφραςθ τθσ ολόκλθρθσ APP.  

 
΢υνοψίηοντασ: 
΢τθν κυτταρικι ςειρά CHO/ DDC, θ χοριγθςθ τθσ 100 nM STS είχε ωσ αποτζλεςμα τθν 

καταςτολι δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα 

κφτταρα ςτα 180 kDa, τθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP, ςτα 115 kDa, κακϊσ και τθν 

τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 82 kDa. Θ χοριγθςθ 200 nM STS ςτθν ίδια 

κυτταρικι ςειρά, είχε ωσ αποτζλεςμα τθν επαγωγι τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ 

APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα, ςτα 180 kDa, τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ 

μικουσ APP, ςτα 115 kDa και τζλοσ τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ από ςτα 82, 64 

kDa. ΢τισ κυτταρικζσ ςειρζσ CHO/ DDC-3 και CHO/ Alt- DDC, θ χοριγθςθ τθσ 100 mM  STS, είχε ωσ 

αποτζλεςμα τθν αφξθςθ τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ 

επιμολυςμζνα κφτταρα που επωάςτθκαν με STS ςτα  180 kDa, τθ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ 

μικουσ APP, ςτα 115 kDa, κακϊσ και τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 82 kDa. 
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΢τισ κυτταρικζσ ςειρζσ CHO/ DDC-3 και CHO/ Alt- DDC, θ χοριγθςθ τθσ 200 mM  STS, είχε ωσ 

αποτζλεςμα τθν επαγωγι τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP, ςε ςφγκριςθ με τα μθ 

επιμολυςμζνα κφτταρα που επωάςτθκαν με STS ςτα  180 kDa, τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ 

μικουσ APP, ςτα 115 kDa, κακϊσ και τθν τροποποίθςθ τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ ςτα 82 και ςτα 

64 kDa. 

4.5 Μελζτθ τθσ Επίδραςθσ τθσ Αννεξίνθσ V ςτθν Ζκωραςθ και ςτθν Πρωτεολυτικι 
Επεξεργαςία τθσ ΑPP ςτισ Κυτταρικζσ ΢ειρζσ που Εκωράηουν τθν Πλιρουσ Μικουσ 
DDC και τισ Εναλλακτικζσ Ιςομορωζσ Αυτισ. 

 
Θ Αννεξίνθ V ανικει ςτισ Αννεξίνεσ (Annexins), μια οικογζνεια πρωτεϊνϊν, θ οποία 

περιλαμβάνει τουλάχιςτον 10 μζλθ ςτα κθλαςτικά. Οι πρωτεΐνεσ αυτζσ, διακζτουν ςθμαντικι δομικι 

ομοιότθτα και κάποια κοινά χαρακτθριςτικά, όπωσ πρόςδεςθ ςε αρνθτικά φορτιςμζνα φωςφολιπίδια. 

Ανακαλφφκθκε ωσ μία in vitro αντικρομβωτικι πρωτεΐνθ, που προςδζνεται ιςχυρά ςε φωςφολιπίδια 

και αιμοπετάλια. Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι θ Αννεξίνθ V αναςτζλλει αρκετζσ αντιδράςεισ που εξαρτϊνται 

από φωςφολιπίδια, όπωσ τθν αποικοδόμθςθ λιπιδίων από τθ φωςφολιπάςθ A2. Αυτι θ ιδιότθτα 

φαίνεται να τθσ προςδίδει αντι- φλεγμονϊδθ δράςθ, που οφείλεται ςτθν ικανότθτά τθσ να αναςτζλλει 

τθν ζκκριςθ αραχιδονικοφ οξζοσ από τθ φωςφολιπάςθ A2. Επίςθσ, δε διακζτει δράςθ φωςφολιπάςθσ ι 

πρωτεολυτικι δράςθ, ωςτόςο, αναςτζλλει τθ πρωτεϊνικι κινάςθ C (PKC) (Χαλατςά, Λ., Διδακτορικι 

Διατριβι 2012). 

Θ Αννεξίνθ V εμπλζκεται και ςτο μθχανιςμό τθσ απόπτωςθσ, κατά τθν οποία διαταράςςεται θ 

φωςφολιπιδικι αςυμμετρία τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ των κυττάρων, με αποτζλεςμα να 

πραγματοποιείται ζκκεςθ αρνθτικά φορτιςμζνων φωςφολιπιδίων ςτθν εξωτερικι ςτιβάδα. Θ Αννεξίνθ 

V μπορεί να προςδεκεί ςε αυτά τα φωςφολιπίδια και ωσ εκ τοφτου χρθςιμοποιείται ςτον εντοπιςμό 

αποπτωτικϊν κυττάρων. Πρόςφατα δεδομζνα ζχουν δείξει ότι θ Αννεξίνθ V που απομονϊνεται από τον 

ανκρϊπινο πλακοφντα παρουςιάηει αναςταλτικι δράςθ ωσ προσ τθν ενηυμικι ενεργότθτα τθσ DDC, και 

γι’ αυτό το λόγο ςτθν ενότθτα αυτι ζγινε προςπάκεια να αναςταλεί θ ενεργότθτα τθσ DDC με τθ 

βοικεια του φυςικοφ ενδογενοφσ αναςτολζα Αννεξίνθ V, ϊςτε να αποδειχκεί ο κακοριςτικόσ ρόλοσ του 

ενηφμου αυτοφ ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP.  
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A. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. 
 

 
 
 
 
Εικόνα: Μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ Αννεξίνθσ V ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP ςτισ 
κυτταρικζσ ςειρζσ CHO/Α5, CHO/DDC-A5, CHO/DDC και CHO/DDC-3.  
΢ε όλεσ τισ διαδρομζσ αναλφκθκαν 30μg πρωτεΐνθσ που απομονϊκθκαν από τισ υπο μελζτθ κυτταρικζσ 
ςειρζσ.  
Εικόνα Α: 
L1: CHO/ A5; L2: CHO/ A5- DDC 
Εικόνα Β: 
L1: CHO/ A5; L2: CHO/ A5- DDC; L3: CHO/DDC; L4: CHO/DDC-3 
Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε πικτωμα πολυακρυλαμίδθσ πυκνότθτασ 12%. H ανίχνευςθ των 
καρβοξυτελικϊν κραυςμάτων τθσ APP υλοποιικθκε με τθ χριςθ ειδικοφ αντιςϊματοσ ζναντι τθσ 
περιοχισ C- terminal. 
Εντυπωςιακι είναι θ μείωςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP, ςε ςχζςθ με τθν κυτταρικι ςειρά 
CHO/ A5- DDC, αλλά και θ τεράςτια καταςτολι τθσ πρωτεολυτικισ επεξεργαςία τθσ APP, ςτα 75 ζωσ και 
τα 35 kDa.  
 

   L1                L2        

100 kDa 

75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa     L1                L2                   L3                 L4           
75 kDa 

63 kDa 

48 kDa 

35 kDa 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5: ΢ΤΗΘΣΘ΢Θ 
  

Οι νευροεκφυλιςτικζσ νόςοι, περιγράφονται ωσ διαταραχζσ επιλεκτικισ απϊλεια νευρϊνων και 

διακριτι ςυμμετοχι λειτουργικϊν ςυςτθμάτων που κακορίηουν τα κλινικά ςυμπτϊματα. Εκτενείσ 

μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν, ζδειξαν πωσ το κυριότερο φαινόμενο που παρατθρείται κατά τον 

νευροεκφυλιςμό είναι θ εμφάνιςθ πρωτεϊνϊν με τροποποιθμζνεσ τισ φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ, οι 

οποίεσ οδθγοφν ςτθν εναπόκεςθ τουσ ςτον ανκρϊπινο εγκζφαλο. Σα αδιάλυτα ςυςςωματϊματα 

αμυλοειδογενϊν πρωτεϊνικϊν κραυςμάτων, ζχουν ενοχοποιθκεί ωσ θ κφρια αιτιολογία ςτθν 

πακογζνεςθ τθσ AD και τθσ PD. Παρ’ όλα αυτά, θ ςυγκεκριμζνθ άποψθ τθν τελευταία δεκαετία ζχει 

αρχίςει να αμφιςβθτείται. Οι ςφγχρονεσ ερευνθτικζσ προςεγγίςεισ ζχουν αρχίςει να επικεντρϊνονται 

ςτθ ςθμαςία των μικρϊν νευροτοξικϊν ολιγομερϊν του Aβ ςτθν πακογζνεςθ τθσ AD, τθσ PD, τθσ 

Creutzfeldt- Jakob και τθσ Huntington. Αναφορικά, πολλζσ περιπτϊςεισ αςκενϊν, ςτουσ οποίουσ δεν 

ζχει παρατθρθκεί κάποιο από τα τυπικά νευρολογικά ςυμπτϊματα, ζχουν εντοπιςτεί άφκονεσ πλάκεσ 

του αμυλοειδοφσ ςτον εγκζφαλό τουσ. Επίςθσ, οι κεραπευτικζσ προςεγγίςεισ για τθν AD, οι οποίεσ είχαν 

ςαν απϊτερο ςτόχο τθν απομάκρυνςθ των πλακϊν του αμυλοειδοφσ, απζτυχαν. Για τουσ λόγουσ 

αυτοφσ, υπάρχει προςπάκεια ανάπτυξθσ εναλλακτικϊν τρόπων κεραπείασ, οι οποίεσ ζχουν ωσ ςτόχο 

τθν αναςτολι των νευροτοξικϊν ολιγομερϊν του αμυλοειδοφσ [309].  

Πλθκϊρα ερευνθτϊν ζχει αςχολθκεί με τθ βιολογία του ενηφμου DDC. Σο ζνηυμο αυτό ιταν το 

πρϊτο που βρζκθκε να εμπλζκεται ςτο βιοχθμικό μονοπάτι βιοςφνκεςθσ κατεχολαμινϊν και το οποίο 

καταλφει το δεφτερο από τα τζςςερα ςυνολικά βιματα που περιλαμβάνει θ μεταβολικι οδόσ 

βιοςφνκεςθσ των κατεχολαμινϊν. Σο μονοπάτι αυτό περιλαμβάνει τθν αποκαρβοξυλίωςθ τθσ L- 3, 4 

διυδροξυ- φαινυλ- αλανίνθ ςε ντοπαμίνθ [109, 111, 186]. Γεγονότα εναλλακτικισ ςυρραφισ κατά τθν 

ζκφραςθ τθσ DDC, παράγουν το mRNA και τισ πρωτεΐνεσ τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ. Αξιοςθμείωτο 

είναι το γεγονόσ ότι ενϊ ζχουν βρεκεί πολλαπλζσ ιςομορφζσ τθσ DDC, τίποτα δεν είναι γνωςτό για τθ 

δράςθ των DDC-3 και Alt- DDC. Σο ζνηυμο αυτό ζχει ςυςχετιςτεί με τθν πακογζνεςθ διαφόρων 

νεοπλαςιϊν, κακϊσ και με τθν πακογζνεςθ νευροεκφυλιςτικϊν νόςων [112]. Επίςθσ, θ πρόδρομθ 

πρωτεΐνθ του αμυλοειδοφσ APP, μια διαμεμβρανικι γλυκοπρωτεΐνθ, υφίςταται πρωτεόλυςθ από 

πολλαπλζσ ενηυμικζσ διαδικαςίεσ και παράγει πλθκϊρα πεπτιδίων, ςυμπεριλαμβανομζνου και του 

πεπτιδίου Αβ, θ εξωκυττάρια απόκεςθ του οποίου αποτελεί ζνα από τα κφρια ιςτοπακολογικά 

ευριματα τθσ νόςου. Ανάλογα με τθ δράςθ των διαφορετικϊν εκκριταςϊν, δθμιουργοφνται και 

αντίςτοιχεσ πεπτιδικζσ μορφζσ, οι οποίεσ αποτελοφν εν δυνάμει βιοδείκτεσ για τθ νόςο AD [45]. Σθν 

τελευταία δεκαετία, ςυςςωρεφονται ςυνεχϊσ νζα πειραματικά δεδομζνα, ςε μοριακό και βιοχθμικό 
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επίπεδο, όςο και ςε επίπεδο ςάρωςθσ του γονιδιϊματοσ και μελζτθ γονιδιακι ζκφραςθσ, με ςτόχο τθν 

ταυτοποίθςθ κοινϊν γονιδίων και μοριακϊν μονοπατιϊν, ςτουσ μθχανιςμοφσ που διζπουν τθν 

πακογζνεςθ του νευροεκφυλιςμοφ. Οι μζχρι ςιμερα γνωςτοί μοριακοί μθχανιςμοί αςκενειϊν που 

οδθγοφν ςτθν εκδιλωςθ άλλων νευροεκφυλιςτικϊν χαρακτθριςτικϊν, όπωσ θ άνοια με ςωμάτια Lewy 

(DLB), υποςτθρίηουν αλλθλεπικάλυψθ μοριακϊν μθχανιςμϊν των AD και PD [299]. H DLB είναι μια 

πρωτογενισ νευροεκφυλιςτικι νόςοσ με παρεμφερι κλινικά και πακολογικά χαρακτθριςτικά τόςο τθσ 

PD, όςο και τθσ AD. Κοινόσ παρανομαςτισ των δφο νόςων κα μποροφςε να κεωρθκεί θ DA, ζνασ 

ευρζωσ διανεμθμζνοσ νευροδιαβιβαςτισ του κεντρικό νευρικό ςφςτθμα (CNS) και άλλων περιφερικϊν 

περιοχϊν. ΢τον εγκζφαλο, θ DA εμπλζκεται ςε διαδικαςίεσ ελζγχου των κινιςεων, τθσ γνϊςθσ, των 

ςυναιςκθμάτων, τθσ μνιμθσ, του μθχανιςμοφ ανταμοιβισ και τθσ ρφκμιςθσ τθσ ζκκριςθσ προλακτίνθσ 

από τθν υπόφυςθ. Πολλζσ αςκζνειεσ ζχουν ςχζςθ με διαταραχζσ τθσ ζκκριςθσ και τθσ πρόςλθψθσ τθσ 

DA όπωσ νευροψυχιατρικζσ διαταραχζσ, όπωσ διαταραχι υπερκινθτικότθτασ ζλλειψθσ προςοχισ 

(ADHD), ςφνδρομο Tourette (TS), ςχιηοφρζνεια, ψφχωςθ, κατάκλιψθ κλπ. και με νευροεκφυλιςτικζσ 

νόςουσ όπωσ θ PD, θ HD και θ πολλαπλι ςκλιρυνςθ (MS). Θ λειτουργικι πολυπλοκότθτα των 

ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων και θ μεγάλθ ςθμαςία τθσ DA ςτθ λειτουργία του εγκεφάλου κακιςτοφν τα 

κφτταρα αυτά ιδιαίτερα ευαίςκθτα ςτισ εκφυλιςτικζσ διαδικαςίεσ. Σο γεγονόσ αυτό, μπορεί να αποτελεί 

τθ βάςθ τθσ αιτιολογίασ του επιλεκτικοφ εκφυλιςμοφ τουσ, κατά τθ γζνεςθ των νευροεκφυλιςτικϊν 

μθχανιςμϊν. Ζνα ιδιαίτερο χαρακτθριςτικό των ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων είναι το οξειδωτικό 

περιβάλλον το οποίο διατθροφν. Σο χαρακτθριςτικό αυτό ζχει κεωρθκεί ωσ θ κφρια βιοχθμικι 

αιτιολογία, ςφμφωνα με τθν οποία τα κφτταρα αυτά είναι ιδιαίτερα επιρρεπι ςτον επιλεκτικό 

εκφυλιςμό. Σα κφτταρα εκφράηουν το βιοςυνκετικό μόριο τθσ DA, μόριο το οποίο μπορεί να ςυμμετζχει 

ςτουσ παραπάνω πακογενετικοφσ μθχανιςμοφσ. Θ διερεφνθςθ του ρόλου τθσ DDC, ςτο πλαίςιο τθσ 

ςυμμετοχισ τθσ ςτουσ πακογενετικοφσ μθχανιςμοφσ νευροεκφυλιςμοφ, απετζλεςε κφριο ςτόχο τθσ 

παροφςασ εργαςίασ. Σα αποτελζςματα τθσ ερευνθτικισ εργαςίασ δείχνουν για πρϊτθ φορά τθν 

επίδραςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ DDC και των ιςομορφϊν αυτισ ςτο μεταβολιςμό τθσ APP. Για το ςκοπό 

αυτό, χρθςιμοποιικθκε μοντζλο κυττάρων ντοπαμινεργικισ λειτουργίασ, όπωσ προαναφζρκθκε [222].  

΢τθν παροφςα διπλωματικι εργαςία, παρουςιάηεται για πρϊτθ φορά θ επίδραςθ τθσ DDC και 

των ιςομορφϊν τθσ, με τθν πρόδρομθ πρωτεΐνθ του αμυλοειδοφσ. Ζγινε διερεφνθςθ τθσ ζκφραςθσ, του 

μεταβολιςμοφ, κακϊσ και τθσ δθμιουργίασ υψθλομοριακϊν APP ςυμπλόκων, ςε κυτταρικζσ ςειρζσ που 

εκφράηουν τθν πλιρουσ μικουσ DDC και τισ ιςομορφζσ αυτισ (CHO, CHO/ DDC, CHO/ DDC-3, CHO/ Alt- 

DDC), με ι χωρίσ εξωγενι χοριγθςθ παραγόντων, οι οποίοι επθρεάηουν τθν λειτουργία ι τθν 

ενεργότθτα του ενηφμου. Σα αποτελζςματα τθσ ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ παρουςιάηουν για πρϊτθ 
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φορά τθ ςυςχζτιςθ τθσ DDC και των ςυγκεκριμζνων ιςομορφϊν με το μεταβολιςμό και τθν ζκφραςθ τθσ 

APP, ενιςχφοντασ το ενδιαφζρον για το ρόλο των ιςομορφϊν αυτϊν ςτθ διαλεφκανςθ του τρόπου 

ρφκμιςθσ του ενηφμου DDC και του τρόπου με τον οποίο αλλθλεπιδρά με τθν APP. 

Οι ερευνθτικζσ προςεγγίςεισ επεκτάκθκαν και ςτθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ παραγόντων, που 

είναι γνωςτό ότι επιδροφν ςτθν DDC, όπωσ θ DA και θ carbidopa αλλά και παραγόντων που εμπλζκονται 

ςε αποπτωτικοφσ μθχανιςμοφσ όπωσ Α5 και STS. Σο κυτταρικό ςφςτθμα που χρθςιμοποιιςαμε είναι 

απαλλαγμζνο παράγοντεσ που ςχετίηονται με τθν παραγωγι και το μεταβολιςμό των κατεχολαμινϊν 

που ςυναντϊνται ςε όλα τα νευρικοφ τφπου κφτταρα. Για το ςκοπό αυτό, χρθςιμοποιιςαμε τθν 

κυτταρικι ςειρά CHO-K1. Όπωσ ζχει δειχκεί ςτθ βιβλιογραφία, τα κφτταρα αυτά δε διακζτουν 

ικανότθτα αποκαρβοξυλίωςθσ τθσ L-DOPA και για το λόγω αυτό μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ 

μοντζλα ντοπαμινεργικϊν νευρϊνων [243] ζπειτα από επιμόλυνςθ με τθ DDC. Οι επιμολυςμζνεσ 

κυτταρικζσ ςειρζσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν οι κάτωκι: CHO/ DDC και οι ιςομορφζσ τθσ CHO/DDC-3 

και CHO/ Alt-DDC. Οι ιςομορφζσ αυτζσ ζχουν απομονωκεί από τον άνκρωπο και ο ρόλοσ τουσ δεν ζχει 

διευκρινιςτεί.  

Βζβαια, θ ζλλειψθ πειραματικϊν μοντζλων που προςομοιάηουν τθν ανκρϊπινθ κατάςταςθ 

δθμιουργεί ελλείμματα ςτισ ερευνθτικζσ προςεγγίςεισ. Σο γεγονόσ αυτό αποτελεί τροχοπζδθ για τθν 

ζρευνα των νευροεκφυλιςτικϊν νόςων και τθσ νευρωνικισ ανάπτυξθσ. ΢φγχρονα ερευνθτικά 

πρωτόκολλα τθσ υπερζκφραςθσ τθσ ανκρϊπινθσ APP, δεν προςεγγίηουν με ακρίβεια τθν κατάςταςθ του 

ανκρϊπου. Επιπλζον, θ ανκρϊπινθσ προζλευςθσ κυτταρικζσ ςειρζσ αποτελοφνται ςυνικωσ από 

καρκινικά κφτταρα και τα περιςςότερα εκ των οποίων ςτεροφνται χαρακτθριςτικά φυςιολογικϊν 

νευρϊνων. Τπογραμμίηεται ότι ερευνθτικζσ μελζτεσ με ςτόχο τθ διερεφνθςθ τθσ ςτακερότθτασ τθσ APP 

ςτουσ διάφορουσ κυτταρικοφσ τφπουσ ζδειξαν διαφορικι πρωτεολυτικι επεξεργαςία ανάλογα με τουσ 

κυτταρικοφσ τφπουσ. Θ πρωτεόλυςθ τθσ APP  ζωσ τθν παραγωγι του Αβ, μπορεί να ςχετίηεται με τθ 

ςτακερότθτα τθσ ζκφραςισ τθσ ΑPP [310]. ΢υμπεραςματικά το πεπτίδιο Αβ δυνθτικά μπορεί να 

παράγεται με διαφορετικό τρόπο ςε διάφορουσ κυτταρικοφσ τφπουσ κυττάρων. Επιπλζον, οι διαφορζσ 

ςτα ποικίλα APP πεπτίδια ι οι μεταφραςτικζσ τροποποιιςεισ που υφίςτανται τα πεπτίδια αυτά, κα 

μποροφςαν πικανϊσ να οφείλονται με τθν απουςία πρωτεολυτικισ δραςτθριότθτασ κατά το 

ςυγκεκριμζνο ςτάδιο διαφοροποίθςθσ ι ςτισ ςυγκεκριμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ. Ζχει δειχκεί ότι, κατά τθ 

διάρκεια τθσ νευρωνικισ διαφοροποίθςθσ, υπάρχουν ςτάδια ςτα οποία μπορεί να εκφράηεται θ APP, 

αλλά να μθν καταβολίηεται άρα να μθν ανιχνεφονται κραφςματά τθσ ι ςτάδια ςτα οποία θ APP 

επεξεργάηεται μζςω του μθ αμυλοειδογενοφσ μονοπατιοφ ι ςτάδια ςτα οποία θ APP είναι υπόςτρωμα 

πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ από τθν β-/γ- εκκριτάςθ και οδθγεί ςτθν παραγωγι μεγαλφτερων 
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αμυλοειδογενϊν πεπτιδίων, εν δυνάμει Αβ πεπτιδίων [311]. Ακόμθ, οριςμζνα επιςτθμονικά δεδομζνα 

υποςτθρίηουν πωσ τα κραφςματα χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ μποροφν να ανιχνευτοφν μόνο με 

αντιςϊματα ζναντι τθσ καρβοξυτελικισ περιοχισ του μορίου τθσ APP [310]. 

΢ε ςυμφωνία με τα παραπάνω, τα αποτελζςματα ζδειξαν ότι το πρότυπο τθσ πρωτεόλυςθσ τθσ 

APP, διαφζρει ανάλογα με τθν ιςομορφι τθσ DDC που εξζφραηε θ κάκε υπο μελζτθ κυτταρικι ςειρά. Σα 

μικρότερα πρωτεολυτικά κραφςματα που ανιχνεφονται, μπορεί να αντιπροςωπεφουν ζνα ενδιάμεςο 

βιμα μεταξφ τθσ πλιρουσ μικουσ APP τθσ παραγωγισ του Αβ [312]. Ο ανοςοεντοπιςμόσ ςθμαντικισ 

ποςότθτασ κραφςματοσ τθσ APP, που εμφανίηεται ςτα 75 kDa, ςε κφτταρα που εκφράηουν τθν πλιρουσ 

μικουσ DDC, μασ αποκαλφπτει πωσ θ DDC, ςε ςχζςθ με τα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα CHO κακϊσ και με 

τισ εναλλακτικζσ ιςομορφζσ τθσ, επάγει ςε μεγαλφτερο βακμό τθν πρωτεόλυςθ τθσ APP. Μδια 

παρατιρθςθ ζγινε και ςε εναλλακτικό κραφςμα μοριακισ μάηασ 63 kDa. Σα περιςςότερα κραφςματα 

που δθμιουργοφνται είναι μία απόδειξθ πωσ το ζνηυμο αυτό παίηει ενεργό ρόλο ςτο μεταβολιςμό τθσ 

APP και ωσ εκ τοφτου ςτθ δθμιουργία αμυλοειδογενϊν κραυςμάτων. Ενδιαφζρον παρουςιάηει το 

γεγονόσ ότι θ DDC-3, μια ιςομορφι που δεν παρουςιάηει ενηυμικι ενεργότθτα φαίνεται να επθρεάηει 

τον αμυλοειδογενι μεταβολιςμό τθσ APP, δθμιουργϊντασ τθ βαςικι υπόκεςθ, ότι θ τροποποίθςθ του 

μεταβολιςμοφ τθσ APP δεν οφείλεται πικανϊσ ςτθν ενηυμικι ενεργότθτα τθσ DDC, αλλά ςτθν πικανι 

αλλθλεπίδραςθ τθσ DDC με τθν APP, όπωσ ζχουν δείξει μθ δθμοςιευμζνα αποτελζςματα του 

εργαςτθρίου μασ. Εναλλακτικά, ςτθν περίπτωςθ του καταβολιςμοφ που παρατθρείται ςτισ κυτταρικζσ 

ςειρζσ που εκφράηουν τθν πλιρουσ μικουσ DDC, θ τροποποίθςθ καταβολιςμοφ τθσ APP είναι εμφανϊσ 

εντονότερθ ςε ςφγκριςθ με το προφίλ που δθμιουργοφν οι ςυντετμθμζνεσ ιςομορφζσ DDC-3 και Alt- 

DDC, το οποίο είναι πικανϊσ αποτζλεςμα ενηυμικισ ενεργότθτασ του ενηφμου αλλά και πρωτεϊνικισ 

αλλθλεπίδραςθσ του με τθν APP. Θ παρουςία του εξωνίου 3 προτείνεται πωσ ζχει μεγάλθ ςθμαςία είτε 

ςτθν αναγνϊριςθ του υποςτρϊματοσ είτε ςτθ δόμθςθ τριςδιάςτατθσ δομισ  για τθν πρόςδεςθ τθσ L-

DOPA ι τθσ  5-υδροξυτρυπτοφάνθσ, κακϊσ  θ AADC442 δεν ζχει τθν ικανότθτα να καταλφει τθ 

μετατροπι τουσ  ςε αντίκεςθ με τθν AADC48 [160]. Ωςτόςο, δεν ζχει μελετθκεί θ δυνατότθτα 

αλλθλεπίδραςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ ιςομορφισ με τθν APP. Θ αλλθλεπίδραςθ αυτι κα ιταν χριςιμο να 

μελετθκεί πικανόν με πειράματα ανοςοκατακρίμνθςθσ, για τθν ερμθνεία του ρόλου του εξωνίου 3 τθσ 

DDC όςον αφορά τθν αλλθλεπίδραςθ του ςυγκεκριμζνου ςθμείου του ενηφμου που κωδικοποιείται από 

το εξϊνιο 3 με τθν APP. 

Μεγάλο ενδιαφζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι ανάλογα με τθν ιςομορφι που 

χρθςιμοποιείται, τροποποιείται το ανιχνεφςιμο πρωτεολυτικό προφίλ τθσ APP. Ακόμθ και θ 

ςυντετμθμζνθ μορφι Alt- DDC που εκφράηεται κυρίωσ ςτο νεφρό, παρατθρείται τροποποίθςθ τθσ 
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πρωτεολυτικισ επεξεργαςίασ τθσ APP. ΢τθν περίπτωςθ τθσ κυτταρικισ ςειρά που εκφράηουν Alt- DDC, 

τα κραφςματα τθσ APP φαίνονται μειωμζνα ςε ςχζςθ με τθ DDC, αλλά όχι τόςο όςο ςτθν περίπτωςθ 

τθσ DDC-3. Σο γεγονόσ αυτό ίςωσ να υποδθλϊνει ζναν πικανό ρόλο του εξωνίου που απουςιάηει ι του 

πρόςκετου εναλλακτικοφ εξωνίου 10 για τθν ενεργότθτα του ενηφμου αλλά και για τθν αλλθλεπίδραςθ 

με τθν APP. Αν και ςτθν περιοχι πάνω από τα 63 kDa παρατθροφνται πολλά παραγόμενα κραφςματα 

ςτθ διαδρομι αυτι, δθλαδι αυξθμζνα επίπεδα αμυλοειδογενϊν κραυςμάτων, ςε γενικζσ γραμμζσ ο 

καταβολιςμόσ τθσ APP ςε κφτταρα επιμολυςμζνα με cDNA τθσ Alt- DDC, φαίνεται μειωμζνοσ ςε ςχζςθ 

με τον καταβολιςμό τθσ APP από τθν DDC. Δεδομζνου του γεγονότοσ ότι θ κυτταρικι τοπολογία τθσ APP 

είναι διαμεμβρανικι τφπου Λ, κα μποροφςε θ επίδραςθ των ιςομορφϊν τθσ DDC να είναι ςτο διαλυτό ι 

ςτο μεμβρανο- ςχετιηόμενο κλάςμα τθσ APP. Βάςει των ανωτζρω, το ςφνολο τθσ πρωτεΐνθσ ζχει 

ςθμαςία ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP, δίνοντασ ζμφαςθ ςτα εξϊνια που μοιράηονται και οι τρεισ 

ιςομορφζσ.   

Σα ευριματα αυτά επιβεβαιϊνονται και ςτθ ςυνζχεια όπου θ ανίχνευςθ τθσ πλιρουσ μικουσ 

APP, κακϊσ και των κραυςμάτων τθσ ζγινε με χριςθ αντιςϊματοσ anti- C- terminal. Θ μεμβρανο- 

ςχετιηόμενθ APP (sAPPf) ςυνικωσ ανιχνεφεται ωσ μια ομάδα πρωτεϊνϊν ςτα 110- 130 kDa, ενϊ τα 

κραφςματα τα οποία προκφπτουν από τθν πρωτεόλυςθ των α,- και β,- εκκριταςϊν (sAPPα και sAPPβ, 

αντίςτοιχα), είναι περίπου ~5-10 kDa μικρότερα και ωσ εκ τοφτου είναι λίγο δφςκολο να ξεχωρίςουν 

[45]. Ανάμεςα από τα 100 και τα 130 kDa εμφανίηονται πολλά κραφςματα τθσ APP ςτθν διαδρομι τθσ 

DDC, τα οποία είναι ςαφϊσ λιγότερα ςτα μθ επιμολυςμζνα κφτταρα και δεν εμφανίηεται κακόλου ςτισ 

άλλεσ δφο ιςομορφζσ. Σο προφίλ αυτό επαναλαμβάνεται ςτισ περιοχζσ 48 ζωσ και 75 kDa, με τθ 

διαφορά ότι ςτισ ιςομορφζσ Alt- DDC και DDC-3 παράγονται κραφςματα, ακόμθ και ςτθν περίπτωςθ 

του καταλυτικά ανενεργοφ ενηφμου τθσ DDC-3. Σα καρβοξυτελικά κραφςματα που παρατθροφνται, 

κεωρείται ότι μπορεί να λειτουργιςουν και ωσ μεταγραφικοί παράγοντεσ. 

Θ ρφκμιςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP, ζχει αποτελζςει ςτόχο αναρίκμθτων 

ερευνϊν. Ζχει δειχκεί πωσ mRNA, τα οποία κωδικοποιοφν τισ 3 κφριεσ ιςομορφζσ τθσ APP (APP695, 

APP751 και APP770), διανζμονται ςε νευρικοφσ και μθ νευρικοφσ ιςτοφσ [313]. Οι ιςομορφζσ αυτζσ 

ςυμμετζχουν ςε πλθκϊρα αναπτυξιακϊν διαδικαςιϊν του εγκεφάλου. Αδιευκρίνιςτο παραμζνει 

ωςτόςο, εάν αυτζσ οι επιδράςεισ οφείλονται ςτθν πλιρουσ μικουσ APP ι ςτισ διαλυτζσ/ εκκρινόμενεσ 

μορφζσ τθσ, όπωσ θ sAPPα και sAPPβ. Τπό μελζτθ βρίςκεται θ βιολογικι δράςθ του Αβ. Πολλζσ 

ενδογενείσ λειτουργίεσ του Αβ ζχουν προτακεί, οι οποίεσ ςχετίηονται με τθ ςυναπτικι ομοιόςταςθ 

[311]. Μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ του Αβ, ενδζχεται να ζχουν προςτατευτικζσ επιδράςεισ ςτουσ νευρϊνεσ 

και ςτισ ςυνάψεισ. Ακόμθ και ςτθν περίπτωςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP, ο ρόλοσ τθσ DDC 
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και των ιςομορφϊν τθσ, φαίνεται να είναι καίριοσ [158, 311, 312]. Θ APP και τα προϊόντα πρωτεόλυςισ 

τθσ, μπορεί να είναι ςθμαντικά τόςο κατά τθ διάρκεια τθσ νευρωνικισ ανάπτυξθσ, όςο και ςτον ενιλικο 

εγκζφαλο. Σα αποτελζςματά μασ ζδειξαν τθν αφξθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP μζςω τθσ 

ζκφραςθσ τθσ DDC και των ςυντετμθμζνων ιςομορφϊν Alt- DDC και DDC-3. ΢τα πλαίςια τθσ 

διπλωματικισ εργαςίασ παρουςιάςτθκε ζνα ενδιαφζρον δεδομζνο όπου φαίνεται να επθρεάηονται τα 

επίπεδα ζκφραςθσ τθσ πλιρουσ μικουσ APP ςε ςφγκριςθ με τα πειράματα ελζγχου. Δεδομζνου του 

γεγονότοσ ότι οι τρεισ ιςομορφζσ τθσ DDC που μελετικθκαν, ζχουν ομοιότθτεσ και διαφορζσ ςτθν 

αλλθλουχία τουσ και ότι θ τεταρτοταγισ δομι των δφο ςυντετμθμζνων ιςομορφϊν δεν είναι γνωςτι, 

κα μποροφςε ο ρόλοσ τουσ να ζχει είτε δομικό χαρακτιρα, είτε ρυκμιςτικό μζςω διαφορετικϊν 

μονοπατιϊν, ελζγχοντασ ζμμεςα με ρυκμιςτικά μόρια τθν ζκφραςθ και το μεταβολιςμό τθσ APP.  

΢το ςθμείο αυτό κα πρζπει να αναφερκοφμε και ςτθ διαφορετικι δράςθ τθσ DDC και των 

ιςομορφϊν αυτισ ςτθ δθμιουργία των υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP. Σα πειράματά μασ 

κατζδειξαν τθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων ςτα ~180 kDa, τα οποία περιζχουν τόςο τον 

επίτοπο του αμυλοειδοφσ όςο και τον επίτοπο τθσ καρβοξυτελικισ περιοχισ, υπονοϊντασ τθν παρουςία 

πολλϊν ςυμπλοκοποιθμζνων κραυςμάτων ι τθ ςυμπλοκοποίθςθ τθσ πλιρουσ μικουσ APP με 

κραφςματά τθσ. Όπωσ ζχει ιδθ αναφερκεί, θ APP ωσ διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ, κατζχει τθν κυτταρικι 

διαμόρφωςθ ενόσ υποδοχζα ςτθν κυτταρικι επιφάνεια με μια μεγάλθ ενδοκυτταρικι περιοχι, μία 

μονι διαμεμβρανικι περιοχι και μια κυτοςολικι περιοχι, θ οποία πικανϊσ να εμπλζκεται ςτουσ 

μθχανιςμοφσ ςθματοδότθςθσ ι ςτθν αναγνϊριςθ τθσ APP από τθν DDC. Θ ανίχνευςθ των ςυμπλόκων 

ζγινε με τθ χριςθ αντιςϊματοσ ζναντι του καρβοξυτελικοφ άκρου, κακϊσ και επιτόπου του Αβ. 

Τπάρχοντα βιοχθμικά και δομικά δεδομζνα για τθν APP, θ οποία ζχει τθ δυνατότθτα να δθμιουργεί 

ομοδιμερι, κακϊσ και ετεροδιμερι με τισ πρωτεϊνικζσ ιςομορφζσ τθσ APLP1 και APLP2 (amyloid 

precursor like proteins) [314]. Ζχουν αναφερκεί αλλθλεπιδράςεισ APP- APP ςτθν κυτταρικι επιφάνεια, 

με ομοιοπολικι ςφνδεςθ τθσ APP με τθν πλαςματικι μεμβράνθ. Πολλά δεδομζνα ζδειξαν ότι μια 

κθλειά με διςουλφιδικοφσ δεςμοφσ, που περιλαμβάνει τα καταλείμματα 91- 111, είναι απαραίτθτθ για 

τθ ςτακεροποίθςθ των ομοδιμερϊν τθσ APP. ΢ε πειράματα αντικατάςταςθσ τθσ κθλειάσ με πεπτίδιο 

που τθ μιμείται, θ αλλθλεπίδραςθ αυτι μειϊνεται. Αναφζρεται επίςθσ, πωσ το ςυνκετικό αυτό 

πεπτίδιο, αν προςτεκεί ςε κφτταρα τα οποία εκφράηουν τθν APP, μπορεί να μειϊςει τθν παραγωγι  των 

πεπτιδίων sΑPPβ, κακϊσ και των Αβ40 και Αβ42, υποδεικνφοντασ πωσ θ κατάςταςθ ιςορροπίασ 

μονομερϊν/ διμερϊν τθσ APP, μπορεί να διαδραματίηει κάποιο ρόλο ςτθν πακολογία τθσ AD [315]. 

Επίςθσ, χθμικά επαγόμενοσ διμεριςμόσ τθσ APP, οδιγθςε ςτθ μειωμζνθ πρωτεόλυςθ τθσ APP και κατ’ 

επζκταςθ ςε μειωμζνα επίπεδα του Αβ. Επιπλζον, ετεροδιμεριςμόσ τθσ με τα ομόλογά τθσ APLP1 και 
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APLP2,  είχε ςαν αποτζλεςμα τθν εξάλειψθ του ςχθματιςμοφ του Αβ [316]. Σα αποτελζςματά μασ, 

ςυμφωνοφν με τισ παραπάνω παρατθριςεισ, θ αφξθςθ του ανοςοεντοπιςμοφ των υψθλομοριακϊν 

ςυμπλόκων (ςτα ~180 kDa) τθσ APP παρουςία τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ, είναι πικανό θ 

παρουςία των ιςομορφϊν τθσ DDC να διαδραματίηει ρυκμιςτικό ρόλο ςτθ δθμιουργία ςυμπλόκων και 

μζςω τθσ ρφκμιςθσ αυτισ να επθρεάηεται ο αμυλοειδογενισ καταβολιςμόσ τθσ APP. Σα παρατθροφμενα 

ςφμπλοκα περιζχουν τον καρβοξυτελικό επίτοπο και τον επίτοπο του Αβ, γεγονόσ το οποίο υποδεικνφει 

τθν παρουςία τθσ πλιρουσ μικουσ APP ςτα ςφμπλοκα αυτά. Επίςθσ, τα τελευταία παρουςιάηουν 

διαφορετικό μοτίβο εμφάνιςθσ ανάλογα με τισ εκφραηόμενθ μορφι τθσ DDC. 

Οι επόμενοι ερευνθτικοί ςτόχοι τθσ εργαςίασ, ιταν να ερευνθκοφν παράγοντεσ που 

τροποποιοφν τθ βιολογικι δράςθ τθσ DDC ςτθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία, ςτθν ζκφραςθ τθσ πλιρουσ 

μικουσ, κακϊσ και ςτθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν ςυμπλόκων τθσ APP. Τπογραμμίηεται πωσ δεν 

υπάρχει καμία μελζτθ που να υποδεικνφει τθ δράςθ των ρυκμιςτικϊν παραγόντων ςτισ ςυντετμθμζνεσ 

μορφζσ τθσ DDC. Θ δράςθ τθσ DA ζχει μελετθκεί ςε ότι αφορά τθ ςυςςϊρευςθ ινιδίων του Αβ και τθσ 

ASYN. Ζρευνεσ ζχουν δείξει πωσ θ DA, αναςτζλλει όχι μόνο τθ ςυςςϊρευςθ ινιδίων του Αβ και τθσ 

ASYN, αλλά και τθν αποικοδόμθςθ των ινιδίων ASYN και Αβ [225].Σα αποτελζςματά μασ ζδειξαν, πωσ θ 

εξωγενισ χοριγθςθ τθσ DA επάγει τθν επίδραςθ τθσ DDC επί τθσ APP. Με τον τρόπο αυτό, 

επιβεβαιϊνεται θ εμπλοκι τθσ DDC ςτθ ζκφραςθ των διμερϊν τθσ APP. Σο ίδιο πρότυπο 

επαναλαμβάνεται και ςτθν περίπτωςθ τθσ πρωτεόλυςθσ. Θ εξωγενισ χοριγθςθ DA, αυξάνει τθν 

ζκφραςθ των καρβοξυτελικϊν και αμυλοειδογενϊν κραυςμάτων, ςτθν περιοχι μεταξφ των 48 ζωσ και 

των 100 kDa, ςτθν κυτταρικι ςειρά CHO/ DDC. Σο γεγονόσ αυτό υποδεικνφει και τθν αφξθςθ του 

καταβολιςμοφ τθσ APP. Σο ίδιο μοτίβο παρατθρείται και ςτθν περίπτωςθ τθσ κυτταρικισ ςειράσ CHO/ 

DDC-3, με τθ διαφορά εδϊ ότι ςτθν περιοχι ανάμεςα από τα 48 και 63 kDa, το ειδικό αντίςωμα ζναντι 

τθσ καρβοξυτελικισ περιοχισ ανίχνευςε ελάχιςτα κραφςματα τθσ APP ςτισ κυτταρικζσ ςειρζσ ςτισ 

οποίεσ χορθγικθκε θ DA. Αυτό μασ μαρτυρά, πωσ θ ιςομορφι DDC-3 αναςτζλλει τον καταβολιςμό τθσ 

APP, παρουςία DA και φαίνεται πωσ θ DA πικανϊσ να ζχει αναςταλτικό ρόλο ςτθν ιςομορφι DDC-3. 

Αντικζτωσ, ςτθν κυτταρικι ςειρά Alt- DDC, τα υψθλομοριακά ςφμπλοκα τθσ APP, πάνω από τα 180 kDa, 

φαίνεται να μειϊνονται παρουςία τθσ DA. ΢ε περίπτωςθ που οι δφο αυτζσ ιςομορφζσ δεν ζχουν 

ενηυμικι ενεργότθτα, θ DA μπορεί είτε να παρεμποδίηει τθ δθμιουργία αμυλοειδικϊν ινιδίων, 

ετερομερϊν ι και όχι, είτε να τα διαςπά και ωσ εκ τοφτου ςυμπεραίνουμε για άλλθ μια φορά τον 

ενεργό ρόλο τθσ DDC ςτον καταβολιςμό τθσ APP. Θ διαφορικι εμφάνιςθ των υψθλομοριακϊν 

ςυμπλόκων μπορεί να καταδεικνφει διαφορικι τροποποίθςθ των ςυμμετεχόντων μορίων, από κάκε μια 

από τισ ιςομορφζσ που μελετικθκαν,  
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΢τθν περίπτωςθ τθσ carbidopa, ενόσ ενηυμικοφ αναςτολζα τθσ DDC, τα αποτελζςματα 

αποκαλφπτουν για άλλθ μια φορά τον ενεργό ρόλο τθσ DDC ςτθ δθμιουργία ςυμπλόκων τθσ APP. Θ 

εξωγενισ χοριγθςθ carbidopa, κυρίωσ ςε ςυγκεντρϊςεισ 100μΜ, είχε ςαν ςυνζπεια τθν αφξθςθ του 

ςχθματιςμοφ των ςυμπλόκων τθσ APP. Αντικζτωσ, ςτθν περίπτωςθ τθσ ιςομορφισ DDC-3, θ αναςτολι 

τθσ μζςω carbidopa μείωςε το ςχθματιςμό τουσ. Ο καταβολιςμόσ τθσ APP, παρουςία carbidopa ςτθν 

κυτταρικι ςειρά CHO/DDC δεν παρουςιάηει κάποια ζντονθ διακφμανςθ. Θ carbidopa φαίνεται να μθν 

ζχει κάποια επίδραςθ ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP. ΢τθν κυτταρικι ςειρά CHO/DDC-3 παρατθροφμε, πωσ 

θ carbidopa επάγει τθν πρωτεολυτικι επεξεργαςία τθσ APP ςτα 63 kDa, ενϊ φαίνεται πωσ ςε 

χαμθλότερα μοριακά βάρθ τθν αναςτζλλει. ΢τθν περίπτωςθ τθσ Alt- DDC, από τθν άλλθ, θ επίδραςθ τθσ 

carbidopa είναι εμφανισ. Θ αναςτολι που προκαλεί ςτθν εναλλακτικι αυτι ιςομορφι, ζχει ςαν 

αποτζλεςμα τθ μείωςθ του καταβολιςμοφ τθσ APP ςτα 75 kD, αλλά και ανάμεςα από τα 48- 63 kDa. 

Κατά ςυνζπεια, μειϊνεται και θ παραγωγι αμυλοειδογενϊν κραυςμάτων. ΢υνεπϊσ, θ DDC φαίνεται να 

διαδραματίηει τεράςτιο ρόλο ςτθ ρφκμιςθ τθσ ζκφραςθσ, τθσ πρωτεόλυςθσ, τθσ διακίνθςθσ τθσ APP, 

κακϊσ και ςτισ αλλθλεπιδράςεισ διαφόρων αγνϊςτων πρωτεϊνϊν, μιασ και δεν αποκλείεται θ 

ςυμμετοχι τουσ και οι οποίεσ δεν εμφανίηονται, πζρα από τθ ςυμμετοχι του αμυλοειδογενοφσ και του 

καρβοξυτελικοφ επιτόπου. 

 ΢ε μια προςπάκεια μελζτθσ τθσ χθμικισ απόπτωςθσ, χρθςιμοποιικθκε θ ςταυροςπορίνθ, μία 

τοξίνθ που απομονϊνεται από βακτιρια Streptomyces staurospores, χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ 

αναςτολζασ πρωτεϊνικισ κινάςθσ C, ςτθν ζρευνα μεταγωγισ ςιματοσ [317]. Δεν αποτελεί μόνο ζναν 

προ- αποπτωτικό παράγοντα, αλλά ζχει αναφερκεί και ωσ ζνασ επαγωγζασ διαφοροποίθςθσ αρκετϊν 

κυτταρικϊν ςειρϊν νευροβλαςτϊματοσ. Ζρευνεσ που γίνανε με κεραπεία STS ςε κυτταρικζσ ςειρζσ, 

δείξανε πωσ αυξάνεται θ ζκφραςθ και θ πρωτεόλυςθ τθσ APP [318], ενϊ άλλεσ δείξανε πωσ θ δοςο- 

εξαρτϊμενθ χοριγθςθ STS μπορεί να αυξιςει τα επίπεδα τθσ ενδοκυτταρικισ APP [317]. ΢τθν 

περίπτωςθ τθσ DDC, θ STS, ςυγκζντρωςθσ 100nM, ζδραςε αυξάνοντασ τθ δθμιουργία υψθλομοριακϊν 

ςυμπλόκων τθσ APP και ςτισ τρεισ κυτταρικζσ ςειρζσ (CHO/DDC, CHO/ DDC-3, CHO/ Alt- DDC), ςε 

αντίκεςθ με το δείγμα ελζγχου CHO το οποίο επωάςτθκε με ίςθ ςυγκζντρωςθ STS. Επίςθσ, θ χοριγθςθ 

STS επθρζαςε και τον καταβολιςμό τθσ APP, αφοφ ςτθν περιοχι των 82 kDa θ DDC φαίνεται να 

καταβολίηει τθν APP, ενϊ ςτθν περίπτωςθ των CHO, δεν παρατθρείται καμία ηϊνθ και ωσ εκ τοφτου, 

ςυμπεραίνουμε πωσ θ παρουςία τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ, είναι απαραίτθτεσ για τον 

μεταβολιςμό τθσ APP, παρουςία STS, ακόμθ και ςε ςυγκζντρωςθ μθ επαρκισ για τθν αφξθςθ των 

διμερϊν αλλά και των κραυςμάτων τθσ APP. Σο ίδιο παρατθροφμε και ςτθν περίπτωςθ τθσ πλιρουσ 

μικουσ APP περίπου ςτα 115 kDa. Βζβαια, θ ςυγκζντρωςθ αυτι τθσ STS φαίνεται να μειϊνει τα επίπεδα 
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τθσ APP, είτε αυτά είναι διμερι, είτε θ πλιρουσ μικουσ APP, ακόμθ και τα κραφςματά τθσ. Από τθν άλλθ 

ςυγκζντρωςθ 200nM STS, ζδειξε να αυξάνει ςε μεγάλο βακμό τθ δθμιουργία ςυμπλόκων τθσ APP (180 

kDa), τθν πλιρουσ μικουσ πρωτεΐνθ (115 kDa) και των κραυςμάτων τθσ (64- 100 kDa), ςε όλεσ τισ 

κυτταρικζσ ςειρζσ, αλλά κυρίωσ ςτισ CHO/DDC-3 και CHO/Alt- DDC.  

Σζλοσ, χρθςιμοποιικθκε ο φυςικόσ αναςτολζασ Αννεξίνθ V τθσ ειδικισ ενηυμικισ ενεργότθτασ 

τθσ DDC, για να επαλθκεφςουμε τθ ςυμμετοχι τθσ τελευταίασ ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP. Ζχει 

διαπιςτωκεί από προθγοφμενεσ μελζτεσ του εργαςτθρίου μασ, ότι θ Αννεξίνθσ V είναι ζνα μόριο το 

οποίο εμπλζκεται ςτθν απόπτωςθ και ςυμμετζχει ςτθν ειδικι ενηυμικι ενεργότθτα τθσ DDC (Χαλατςά, 

2012). Ζτςι και εδϊ, τα αποτελζςματα υποδεικνφουν τθν αναςτολι του ενηφμου, ςτθν διπλά 

επιμολυςμζνθ κυτταρικι ςειρά CHO/DDC-A5, με αποτζλεςμα τθ κεαματικι μείωςθ των κραυςμάτων 

τθσ APP (από τα 35 ζωσ και τα 63 kDa). Παρατθροφμε και πάλι, πωσ ακόμθ και ςτθν περίπτωςθ τθσ 

ιςομορφισ DDC-3, που κεωρείται θ ιςομορφι με ανενεργι ενηυμικι ενεργότθτα, θ πρωτεόλυςθ τθσ 

APP, λαμβάνει χϊρα απουςία του αναςτολζα.  

΢φμφωνα με τα παραπάνω αποτελζςματα, κεωρείται πικανι θ ςυμμετοχι του ενηφμου τθσ DDC 

ςτθν ζκφραςθ, ςτθ δθμιουργία ςυμπλόκων και ςτθν πρωτεόλυςθ τθσ APP. Θ παρατιρθςθ αυτι, 

ενιςχφεται από το γεγονόσ ότι παρουςία είτε του φυςικοφ αναςτολζα Αννεξίνθ V, είτε του χθμικοφ 

αναςτολζα τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ τθσ DDC, οι διαδικαςίεσ που αναφερκικαν ςε ςχζςθ με τθν 

επεξεργαςία τθσ APP. Κα μποροφςε λοιπόν να υποςτθριχκεί ότι θ αναςτολι τθσ ενηυμικισ ενεργότθτασ 

τθσ DDC, δρα προςτατευτικά ςτθ δθμιουργία αμυλοειδικϊν πλακϊν, που είναι το χαρακτθριςτικό 

γνϊριςμα τθσ AD. ΢ε ςυνδυαςμό με πρόςφατεσ μελζτεσ που ζγιναν για τθν επίδραςθ που ζχει ςτθν 

τοξικότθτα τθσ πρωτεΐνθσ tau, φαίνεται να αποτελεί ζνηυμο- κλειδί και ςτθ νόςο AD. Επίςθσ, ςτθ νόςο 

PD, θ DDC είναι το κακοριςτικό ζνηυμο (rate- limiting) για τθ ςφνκεςθ τθσ DA. Όταν χορθγείται L-Dopa, 

οποιαδιποτε αλλαγι ςτθν ενηυμικι ενεργότθτα τθσ DDC, κα μποροφςε να είναι κλινικισ 

ςπουδαιότθτασ. Σα μζχρι ςτιγμισ κλινικά δεδομζνα, υποδθλϊνουν πωσ θ L-Dopa, μπορεί να ζχει 

ςφνκετεσ προ- και αντιοξειδωτικζσ επιδράςεισ, που ςυμβάλλουν ςτον εκφυλιςμό των κυττάρων λόγω 

οξειδωτικοφ ςτρεσ [319].  

Χριςιμο κα ιταν να ελεγχκοφν και οι υπόλοιποι μθχανιςμοί αλλθλεπίδραςθσ τθσ DDC με τθν 

APP, ςε ςυνδυαςμό με τθ χοριγθςθ και άλλων ρυκμιςτικϊν παραγόντων που κα επθρζαηαν τθ 

λειτουργία του ενηφμου, με ζκκεςθ των κυττάρων ςε διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ των αναςτολζων ι 

ςε διαφορετικό χρόνο ζκκεςθσ. Οι παράγοντεσ ρφκμιςθσ (DA, carbidopa, a- methyl-dopa, L-Dopa, NSD), 

είναι πολφ βαςικό να χρθςιμοποιθκοφν ςε κυτταρικι ςειρά CHO, που κα αποτελεί μάρτυρα για τισ 

επιμολυςμζνεσ κυτταρικζσ ςειρζσ με το cDNA τθσ DDC και των ιςομορφϊν, κάτι το οποίο δεν 
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καταφζραμε να πραγματοποιιςουμε, λόγω τεχνικϊν προβλθμάτων. Πειράματα ανοςοκατακρίμνθςθσ 

και ανίχνευςθσ τθσ αλλθλεπίδραςθσ μζςω αντιςωμάτων, κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν για τθ 

διερεφνθςθ αυτισ τθσ ςχζςθσ. ΢ε ςυνδυαςμό με τα παραπάνω, μερικά πειράματα κατευκυνόμενθσ 

μεταλλαξογζνεςθσ κα μποροφςαν να δϊςουν ςτοιχεία για τισ περιοχζσ που είναι απαραίτθτεσ για τθν 

αλλθλεπίδραςθ των δφο μορίων. Επιπλζον, κα μποροφςε να μελετθκεί ο μθχανιςμόσ ρφκμιςθσ τθσ 

ζκφραςθσ και πρωτεόλυςθσ τθσ APP, αλλά και τθσ DDC και των ιςομορφϊν τθσ με τθ διαδικαςία τθσ real 

time PCR, ϊςτε να ελεγχκεί μία πικανι πορεία ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραφισ των αντίςτοιχων 

γονιδίων. 

Από τθν παροφςα εργαςία, προκφπτουν νζα δεδομζνα για τθ βιολογικι δράςθ τθσ DDC και των 

ιςομορφϊν τθσ. Τπογραμμίηεται ότι ακόμα δεν ζχει αποςαφθνιςτεί πλιρωσ ο ρόλοσ του ενηφμου τόςο 

ςτο ΚΝ΢, όςο και ςτθν περιφζρεια, τόςο ςε φυςιολογικι κατάςταςθ όςο και ςε πακογενετικοφσ 

μθχανιςμοφσ. Παντελϊσ άγνωςτοσ παραμζνει ο λειτουργικόσ ρόλοσ των ιςομορφϊν τθσ ανκρϊπινθσ 

DDC που μελετικθκαν ςτθν παροφςα εργαςία. Σα δεδομζνα μασ, δθμιουργοφν πολλαπλά και νζα 

ερωτιματα για τουσ μθχανιςμοφσ που οδθγοφν ςτον νευροεκφυλιςμό. Προςκζτουν δε νζουσ μοριακοφσ 

ςτόχουσ για τθν αποςαφινιςθ των μθχανιςμϊν που οδθγοφν ςτο νευρωνικό κάνατο. ΢υγκεκριμζνα τα 

αποτελζςματα μασ, καταδεικνφουν τθν εμπλοκι τθσ L- DOPA αποκαρβοξυλάςθσ ςτθ δθμιουργία 

αμυλοειδογενϊν κραυςμάτων, τα οποία κα μποροφςαν να λειτουργιςουν προςκετικά ςτθν 

πακογζνεςθ τθσ AD. Οι νζεσ ερευνθτικζσ κατευκφνςεισ που γεννϊνται μζςω των αποτελεςμάτων μασ 

είναι πολλαπλζσ. ΢υγκεκριμζνα προκφπτουν ερωτιματα για το ρόλο των ιςομορφϊν του ενηφμου ςτθν 

ζκφραςθ τθσ APP, ςτισ πρωτεϊνικζσ τθσ αλλθλεπιδράςεισ, ςτθ ρφκμιςθ τθσ πρωτεολυτικισ κατεργαςίασ 

τθσ APP, είτε κατά το αμυλοειδογενζσ μονοπάτι, είτε κατά τθν ζκκριςθ αμυλοειδογενϊν ι μθ 

κραυςμάτων τθσ APP. Τπενκυμίηεται ότι θ ςυςςϊρευςθ του Αβ εμπλζκεται ςτθν πακογζνεςθ τθσ AD, 

αλλά και ςτθν πακογζνεςθ άλλων νευροεκφυλιςτικϊν νόςων όπωσ θ PD. Tα αποτελζςματα μασ 

προςφζρουν νζεσ ενδείξεισ ότι οι πακογενετικοί μθχανιςμοί νευροεκφυλιςμοφ μπορεί να 

διαςυνδζονται ςε μοριακό επίπεδο. Θ διαςφνδεςθ αυτι μπορεί να επιςυμβαίνει κατά τθ διάρκεια τθσ 

άγνωςτθσ περιόδου προ- επϊαςθσ τθσ νόςου. Οι μοριακοί μθχανιςμοί κα μποροφςαν να 

ςυμπεριλαμβάνουν βιοχθμικά μονοπάτια που εμπλζκονται ςτθ διατάραξθ τθσ ιςορροπίασ και 

ομοιοςταςίασ του ντοπαμινεργικοφ ςυςτιματοσ (χαρακτθριςτικό τθσ πακολογίασ τθσ PD), ςε ςχζςθ με 

το μεταβολιςμό και τθν ζκφραςθ τθσ APP. Για το λόγο αυτό κρίνεται αναγκαία, θ περαιτζρω μελζτθ των 

αποτελεςμάτων τθσ παροφςασ διπλωματικισ εργαςίασ. ΢υμπεραςματικά, τα αποτελζςματά μασ 

ςυνθγοροφν και προςκζτουν νζα δεδομζνα ςτθν φπαρξθ κοινϊν μοριακϊν και βιοχθμικϊν μθχανιςμϊν 

ςτθν πακογζνεςθ νευροεκφυλιςτικϊν νόςων.  
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